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Der Anmelder hat eine Erklarung nach Regel 28 (4) EPO (Herausgabe einer Probe nur an einen Sachverstandigen) eingereicht. 
Eingangsnummern der Hinterlegungen: Deutsche Sammlung von Mlcroorganismen und Zellculturen GmbH 4380; the American 
Type Culture Collection ATCC 40235, 40236, 67700, 67701. 

Die Mikroorganismen slnd bei der Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH unter der Nummer DSM 4380 
und bei the American Type Culture Collection unter die Nummern ATCC 40235, 40236, 67700 und 67701 hinterlegt worden. 

@ Verfahren zur Bekampfung von Pflanzenschadllngen. 

@ Die vortiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Bekampfung von Pfianzenschadiingen, das auf Proteinase-lnhi- 
bitoren basiert, die in der Pflanze ats Folge einer genetischen 
Manipulation synthetisiert werden. Sie betrifft auch transgene 
ein- und zweikeimblattrige Pfianzen, die Gene enthalten, die 
Proteinase-lnhlbitoren oder deren Vorlaufer kodieren, sowie 
Pfianzen, die diese Gene exprimieren, und ein Verfahren zur 
Bekampfung von Pfianzenschadiingen, indem diese sotch einer 
transgenen Pflanze ausgesetzt werden. Ein anderer Gegen- 
stand sind DNA-Sequenzen und Vektoren, die diese Sequen- 
zen enthalten, die Proteinase-lnhibitoren kodieren. 
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Beschreibung 

Verfahren zur B kampfung von Pflanzenschadlingen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bekampfung von Schadlingen auf Pflanzen. 
Insbesondere betrifft sie ein Verfahren zur Bekampfung von Schadlingen auf Pflanzen, indem die Schadlinge 
5 Proteinase-inhibitoren ausgesetzt werden, die biologisch von den Pflanzen synthetisiert werden. Die 
Erfindung betrifft auch Pflanzen, die auf Grund ihres Gehalts an Proteinase-inhibitoren den Befall durch 
Schadlinge hemmen Oder fur Schadlinge toxisch sind. 

A. Proteinasen und ihre Inhibitoren 
1Q Als Proteinase wird gewdhniicherweise ein Enzym bezeichnet welches Peptidbindungen hydroiysiert. 

wodurch MoiekGIe, die solche Bindungen enthalten, beispielsweise Proteine, zerstort werden. Proteinasen, 

die die Peptidbindung einer terminalen Aminosaure trennen, werden als "Exoproteinasen" bezeichnet. 

Enzyme, die eine nicht-terminale Peptidbindung hydrolysieren, werden als "Endoproteinasen" bezeichnet. Im 

Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird der Ausdruck jedoch auch als auf Stoffe anwendbar 
15 erachtet, die Peptidbindungen durch andere als Hydrolysemechanismen spalten. 

Beide genannten Proteinaseklassen zeigen verschiedene Wirkungsweisen. Exoproteinasen konnen 

entweder am N-terminalen oder am C-terminalen Ende des Peptids schneiden. Aminopeptidasen wirken am 

N-terminalen Ende, Carboxypeptidasen greifen am C-terminalen Ende an. 
Endopeptidasen sind im allgemeinen spezifischer in ihren Wirkungen. Durch Konvention werden diese 
20 Enzyme in vier Hauptklassen eingeteilt, die die Art der hydrolysierten Bindungen und/oder die Vertiefung, die 

den Ort der Hydroiyseaktivitat urngibt, und/oder das Erfordernis eines charakteristischen Teils in der 

Proteinase widerspiegeln. 

Serin-Endoproteinasen werden durch die Beteiligung einer Serin-Hydroxyl-gruppe des abzubauenden 
Proteins in der Hydrolysereaktion charakterisiert. Als Gruppe sind diese Proteinasen wahrscheinlich am 
25 besten charakterisiert. Sie kommen jedoch in mikrobiellen und tierischen Geweben offenbar weitaus haufiger 
vor als in pflanzlichen Geweben. 

Thiolproteinasen, die auch als Sulfhydrylproteinasen bezeichnet werden, sind offenbar die haufigste Gruppe 
von Proteinasen in Pflanzengeweben. Sie sind durch die offensichtliche Beteiligung von Schwefel in 
irgendeiner Form an der Hydrolysereaktion gekennzeichnet. Eine freie Sulfhydrylgruppe am Cystein ist im 
30 aktiven Zentrum einer Reihe dieser Proteinasen identifiziert worden. 

Die sauren Proteinasen, die auch als Carboxylproteinasen bekannt sind, sind im Pflanzen- und Tierreich weit 
verbreitet. Die aktiven Zentren enthalten offenbar zwei Asparaginsaureseitenketten, die sich ein gemeinsames 
Proton und eine Hydroxylgruppe von einem Tyrosinrest teilen. 
Die Metallproteinasen sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung generisch so definiert, dass sie solche 
35 Proteinasen umfassen. die nicht in eine der obigen drei Gruppen fallen und die wenigstens ein Metallion fur 
ihre hydrolytischen Aktivitaten brauchen. Calcium, Zink und Eisen gehdren zu den ublicherweise in solchen 
Proteasen gefundenen Metallen. 

Proteinase-inhibitoren sind Stoffe, die als Antagonisten wirken, indem sie die Aktivitat von Proteinasen 
unterbinden oder einschranken. Eine grosse Zahl von Klassifizierungsschemata ist entwickelt worden, urn die 
40 Aktivitaten bestimmter Inhibitoren mit den jeweiligen Zielproteinasen und/oder anderen Inhibitoren zu 
korreiieren. Die gebrauchlichste Klassifizierung korreiiert die Aktivitat des Inhibitors mit der der Protei nase. 
Deshalb sind die vier Hauptklassen von Proteinase-inhibitoren Serin-Proteinase-Inhibitoren. Thiolproteinase- 
Inhibitoren, saure Proteinase-inhibitoren und Metallproteinase-lnhibitoren. 
Serin-Proteinase-Inhibitoren kommen naturlicherweise in verschiedenen Gewebearten von Pflanzen vor. 
45 Sie sind offenbar gegen eine sehr grosse Anzahi von Serin-Proteinasen, die sowohl von Insekten als auch von 
Mikroorganismen stammen konnen, wirksam. Es gibt Anhaitspunkte, dass die Zielproteinase durch die 
Biidung eines stabilen Komplexes zwischen Proteinase und Inhibitor Inaktiviert wird, der unfahig ist, Peptide 
zu hydrolysieren. 

Vom mechanistischen Standpunkt aus werden die Inhibitoren der sauren Proteinasen und Metal Iproteina- 
50 sen weniger gut verstanden. Sie kommen uberail im Pflanzenreich vor, obwohl sie offenbar weniger 
allgegenwartig sind als Serin-Proteinase-Inhibitoren. Es wird angenommen, dass die Inhibitoren der 
Thiolproteinasen hauptsachlich durch einen Mechanisrnus wirken, durch den der charakteristische 
Schwefeirest blockiert wird. 
Proteinase-inhibitoren konnen auch aufgrund struktureiler Merkmale klassifiziert werden. Eine grosse Zahl 
55 von Proteinase-inhibitoren mit niedrigem Moleku large wicht ist bekannt, grosstenteils nichtnaturlichen, 
synthetischen Ursprungs und als Laborreagens geeignet. Eine Zahl von naturlich vorkommenden Inhibitoren 
mit niedrigem Molekulargewicht ist charakterisiert worden, die aus bakteriellen und piizlichen Quellen 
stammen. Diese Gruppe schliesst Inhibitoren wie die Leupeptine, Antipaine und Pepstatine ein. Viele naturlich 
vorkommende Proteinase-inhibitoren sind tatsachlich Proteine, di direkt durch Genexpression in der Zelle 
60 geblldet oder In einer Abfolge chemischer, enzymatisch kontrollierter Reaktionen synthetisiert werden, und 
zwar unter Kontrolle solcher Enzyme, die direkt durch Genexpression in der Zeile hergestelit werden. 
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"pITzl:^ haofig in pflanzlichen Geweben vor, offensichtlich a.s TeH eines 

. . 7 cihan ^ntr^lmechanismus urn die Pf lanz vor dem Angriff einer Vlelzahl von Schadl.ngen zu schutzen 

Es wird angenommen. dass die Pflanze als Antwort auf 
Sen solchTn ESKSS ot mehTere'proteinase-lnhibitoren freisetzt, der die Proteinasen im Korper des 
e.nen soicnen Angnn erne A ngreifer aufgenommen wird. Solche Inaktivierung stort sehr 

£&5Z£T sioShsY.prozesse des AngreiLs. besonders dessen Verdauungsprozesse. und 

his 

aU Dl e se et SaebSisse weisen darauf hin. dass natQrlich vorkommende Proteinase-lnhibitoren geeignete Mlttel 
Diese Ergebn.sse :L a r miWmbie le Schadlinqe auf Pflanzen zu bekampfen. Der Emsatz von naturlich 
darstellen. urn ode rjikmM Sc had "ge a ^ ^ ^ ^ ^^.^ So|che 

w r w°T 2 ,lS ^ SscheweSrSeVne. und bekanntermassen ist es kostspielig. diese in grossen 

Sr/rsten Regensturm °^ Viele .nhibitoren zeigen 

Noch ^hteil.geristrnogl.cherwe.s^ Entsprechend kann der Einsatz 

nutzliche Insekten und/oder Mikroorganismen haben. 

r. m vivo Svnthese von Prote j n a se ^ ist nun die Kontrolle genetischer Prozesse, 

die ^o^^ 

vielen Fallen b *2* in einen anderen. 

*I2sZ*nL Phanotypus auszustatten, der fur ihn nich ^«'^f d e S \ ransformation anderer 

Die Transformation von Pflanzen *f /'^ J™ 9 ^^ 
eukaryotischer organ^ geworden , sodass est 

^ZrrSTXS** Ka-n so^So'rrnieren. dass s. , einze.ne Pro.eine exprimieren. Heute 

SK^JS-n Zweck ■ «SS!Snr^T^oS^d der Nachtei.e. die mit dem 
In Anbetracht der Fortschntte der r ekom b'nanten dna lecnn^ 9 ve rbunden 
Gebrauch der Proteinase-lnhibitoren m einer ™%™ s Tnd Soiogisch Proteinase-lnhibitoren 

sind, wird es nun moglich, transgene Pflanzen z u ^tw.ckeln JJJJJJ J VeVteidigungssystem versorgen, urn 

seine Spezifitat in der Zielpflanze. FShiake.lt auszustatten, einen fremden 

Die Moglichkeit. Pflanzen auf Senet.scher Eben m 1 ^^g^^d^L normalerweise nicht 
Proteinase-lnhibitor zu exprim.eren das he.ss e man ^"^^^ warden Tabakpflanzen mit dem 

wurde dem Tabak Resistenz ^geger^e, J^'^?^ wlM . schlussfo.gerungen zuiasst, 
Es ist ganz War. dass diese Demonstration nStem daretellt das problemlos transformiert 
andererseits jedoch zu bedenken ist, dass Tabak nur em ^ h e j^ t S^^S m «tion benutzt wird. Die 
werden kann und deshaib ailgemein fur T E,nfu f h ^ 

riesig. Die Transformation von Tabak mit Genen. die Nicht-Trypsm-Proteinase inniou 
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SiH,^ 82 ' • Mode'lcharaktera von Interesse. Die Transformation einer Vielfalt von Mono- und 
25^ ed ° nen r« 9 w Str ! Uter Brauchbarke 't wesentlichem kommerziellen Nutzen sMIt e.Sen 
Jf t b^^^h dar> deS D S f ? n NutZ6n ™ r das 9 anze Gebiet der Landwirtschaft von grosser TragweTte 
is . So hat die Bere.tstellung von Pflanzen mil erhohter Resistenz gegen Schadlinge signifikante VortSS 
nur fur d.e Anbauer sondern auoh die Verbraucher dieser Pflanzen. die als Nahrungs-, Putter- Faser- 
Energie- und Arzneimittelquelle geeignet sind. ' ' 

Zusammenfassung der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bekampfung von Pflanzenschadlingen welches im 
wesenthchen darauf beruht. den Schadling einer pestizid wirksamen Menge rtiS^taKuSSS^n! 
auszusetzen. wobe, der Inhibitor infolge einer genetischen Manipulation in der pSanze se bst bXisch 
synthefs.ert w.rd. wobei die Pflanze eine Mono- oder Dikotyledone ist. Die Erfindung betrifft auch dt 
ransgenen Pflanzen die Gene enthalten. die Proteinase-lnhibitoren kodieren. oder Gene die PrTein-Voriau- 
15 exp^mK" p ^n a ^-lnhibitoren kodieren. und vorzugsweise solche Pflanzen. die diesfGene auch 

Den Schwerpunkt dieser Erfindung bilden transgene Pflanen. die als Phanotyp die Fahigkeit zur in vivo 
Synthese e.nes fur d.ese Pflanzen fremden Proteinase-lnhibitors aufweisen. wobei der Inhibitor vorzugswe se 
in i e.ner zur Bekampfung eines bestimmten Schadlings ausreichenden Menge entsteht und auf diese We se 
den Pflanzen erne neue oder verbesserte Resistenz gegenuber diesem Schadling verliehen wird 

Pfl™Xr„^Sr Stai ?w b - lld f das u Verfahren zur Herstellung von neuen transgenen einkeimblattrlgen 
Pflanzen (Monokotyledonen). die den oben genannten Phanotyp aufweisen 

^ EntWiCk,Un9 nSUer — ^nzen 

ni in l n h 6r ^ wich I iger % nstand dieser Erfindung ist ein Verfahren zur Bekampfung von Pflanzenschadlin- 
25 gen, wobei d.ese den erfindungsgemassen transgenen Pflanzen ausgesetzt werden. 

Kurzbeschreibung der Abbildungen 

Fig. 1: Konstruktion von pRK252/Tn903/Bglll. 
30 Fig. 2: Konstruktion von pCIBS. 

Fig. 3 und 4: Konstruktion von pC!B4. 
Fig. 5: Konstruktion von pCIB2. 

Fig. 6: Konstruktion von pCIBIO, einem Piasmid mit breitem Wirtsspektrum, das die T-DNA-Beqrenzun- 
gen und ein Gen zur Pflanzenseiektion enthait. 
35 Fig. 7: Konstruktion von pCIB710. 

Fig. 8: Konstruktion von pCIB10/710. 

Fig. 9: Sequenz eines Cystatin-Gens, das gemass voriiegender Erfindung in eine transgene Pflanze 
inkorporiert wird 

Fig. 10: Synthetische Genfragmente, die vorbereitet und anschliessend zum Cystatin-Gen von Fia 9 
40 zusammengefugt werden. 

Fig. 11: Synthetische Genfragmente, die mit dem Sojabohnen Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen 
zusammengefugt werden. 

Kurzbeschreibung der Tabellen A und B 

45 Tabelle A enthait eine Auflistung von Pflanen, geordnet nach ihren Anwendungen. Sie ist aus Christie (1 987) 
entnommen worden. 

In Tabelle B werden typische Vertreter transgener Pflanzen aufgelistet. die Gene fur Proteinase-lnhibitoren 
oder fur Vorlaufer von Proteinase-lnhibitoren enthalten, die gemass voriiegender Erfindung hergestellt 
werden und nennt typische Vertreter von Insekten und anderen Schadlingen, gegen die diese Pflanzen 
so res'stent sind bzw. die durch diese Pflanzen unter Kontrolie gehaiten werden konnen. Der Umfang der 
Erfindung, so wie sie hier beschrieben ist. ist in keiner Weise durch diese beispielhafte Auflistung begrenzt. 

AUSFUEHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 

55 A. Allgemeine Aspekte der Erfindung 

Ganz allgemein gesprochen ist die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren zur Bekampfung eines 
Pflanzenschadlings, der eine bestimmte Zielpflanze angreift, gerichtet, wobei das Verfahren im wesentlichen 
aarauf beruht, diesen Schadling einer pestizid wirksamen Menge eines Proteinase-lnhibitors in oder auf einer 
Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagter Inhibitor biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, das 
den Protemase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer fremder Gene, 
die einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-lnhibitors kodi ren, synthetisiert wird* wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 
(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 

Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengrasern, 
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femd.n P^^°T??^iSKS3U rlchtet sicn auf ein Verfahren 2ur BekSmpfung 
BK zweit.r aHjememer Aspekt ds ' " S"™",^, ™ 0 ° m „ ob el dieses zweite Verfahren dadurch 

^^^^k^TClTX'^o, e, ennden Gens. das den 

SlToLfe, de, Sl S-I ii.. aus .nn^en »on 

Ein spezieller Aspekt der ™ rh °?*" d ° n ™"^ JSJJJ, Sbei das Verfahren tan wesentlichen darauf 

SSTSS^^ in oder auf einer ^ 

p ( ? -£ZZ^^^i^to" der Ex p ress ' on eines oder mehr r r f r der Gene ' * 

p rote.nas e -lnh.b.tor 1 oaer protein a ase . lnhibitors kodieren. synthetisiert w.rd; wobe. 
einenodermehrereVorlauter aesrroxBin auS gewahlt ist, die aus Inhibitoren von 

(b) der Inhibitor aus <tar Gruppe von ™ e ^ a ^ 
Thiolproteinasen.Metallpro e.nasen >^^ ( %^^Z n ^ Pfianze. die ein fremdes Gen. 
Ein weiterer Aspekt de ; vo ; 1 ! e 9 en ^"^' nd zu exorSren oder ein fremdes Gen oder eine fremde 
C^'MS ^^^^^^.se-^ors zu exprinV.eren, entha, 

sen Metallproteinasen und sauren Proteinasen ausgewahlt 1st. wobe, 

(b)besagte Pfianze entweder - eei _ ail e aeW ah|t aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 

G e^rK°n^r,n^=0^ 

^.Temld HoMe.ernden ^.^^^^TS^X.^ aus *»* 
,«) elne Dlkolyledon. ,sl. typn^s. G .Sse und Knoll.n-liefernd^ PBanz.n, 

fernden Pflanzen sowie Gewurz- und D ^.^J™"- die ein fre mdes Gen, welches fahig 

Ferner betrifft die vorliegende Erfinduns , auch Si^-rlSSnd. Gengruppe.die fahig ist. 

S^SSST»^ entha,t ' dadurch geken ™ 

daSS (a) besagtes Gen oder besagte °"™£™^^ 

einen Proteinase-.nhibitor oder e.nen, ;>*;' Metallproteina- 

^n^ 

(h\ besaate Pfianze entweder minn* hpstehend aus Getreide, 

Lern- und Holz-liefernden Pflanzen «^ OJKTSS de SruJpe bestehend aus Getreide, 
(„) eine Dikotyledone ^P t ^'9 ^emOse- und Knollen-liefernden Pflanzen. 

Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen. u. , Fasern . un d Holz-lie- 
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B. Definitionen ... hflC w fir <;tandnis der Beschreibung, der Anspruche und des 
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Biologische Synth se eines Proteinase-lnhibitors: 
Synthese eines Proteinase-lnhibitors in einer Wirtszetle. Dieser Ausdruck umfasst: (1) Prozesse, in denen 
in aktiver Proteinase-inhibitor als Protein infolge der Expression eines Gens, das dies n Proteinase-inhibitor 
kodiert, produziert wird; (2) Prozesse, in denen ein Translationsprodukt posttranslational durch enzymatische 
5 Einwirkung verandert wird; und (3) Prozesse, in denen ein Protein oder mehrere Proteine als Ergebnis der 
Expression eines Gens Oder mehrerer Gene produziert werden, wobei das Protein oder die Proteine an 
Reaktionen teilhaben, die einen oder mehrere Protein- oder Nichtprotein-Vorlaufer in einen aktiven 
Proteinase-inhibitor umformen. Dieser letztere Prozess umfasst auch die Fade, bei denen in der Pflanze 
exogen oder endogen auftretende Stoffe in Folgereaktionen in aktive Proteinase-lnhibitoren umgewandeit 
10 werden, 

Biologische Synthese als Ergebnis der Genexpression: 

Synthese eines Produkts in einer Wirtszelle, das direkt aus der Genexpression resultiert (d.h. als Produkt 
der Translation), oder Synthese eines Produkts, das indirekt aus der Genexpression (d.h. als Produkt 
15 chemischer Reaktionen, die von Translationsprodukten ausgefuhrt werden) resultiert. 

Bekampfung eines Schadlings: 
Toten eines Schadlings oder Hemmung seiner Aktivitat, sodass der Wirt verschont bleibt 

20 Fremdes Gen oder fremde Gengruppe: 

Ein Gen oder eine Gengruppe. die von einem Wirt abstammen, der von dem, der ietztlich den gewunschten 
Genotyp zeigt, verschieden ist; oder ein Gen oder eine Gengruppe, welche vom gleichen Wirt abstammen, mit 
der Massgabe, dass dieser Wirt in gewisser Hinsicht genetisch modifiziert vorliegt. Veranderung in dieser 
letzteren Situation schliesst spezifisch, ohne sich darauf zu beschranken, jeden Austausch in der 

25 DNA-Sequenz des Gens oder jedes Hinzufugen eines oder mehrerer kodterender Abschnitte, die einen 
zusatzlichen Phanotyp (beispielsweise einen Antibiotika-Marker) kodieren, ein. 

Gen: 

Eine DNA-Sequenz, die alle Abschnitte enthalt, die notig sind, urn die Translation eines Proteins 
30 durchzufuhren. Die notigen Abschnitte schliessen wenigstens eine Promotorsequenz, eine kodierende 
Sequenz und ein Terminationssignal ein. Diese Abschnitte konnen, aber mussen in keiner Weise von 
derselben Quelle abstammen; d.h. der Ausdruck "Gen", so wie er hier verwendet wird, umfasst 
DNA-Abschnitte, die von derselben oder von verschiedenen Quellen abstammen. 

35 Nicht-Trypsin-Proteinase : 

Eine Proteinase, deren Wirkungsweise sich wesentlich von der des Trypsins gemass vereinbarter 
Kiassifizierungsschemata unterscheidet oder die der Fachman als unterschiedlich ansieht. Veranschaulichen- 
de, nicht-limitierende Beispiele fur dfesen Ausdruck sind Proteinases die zwei oder mehrere WIrkungsweisen 
haben, von denen sich die bedeutendste wesentlich von der eines Trypsins unterscheidet, obwohl eine 

40 weniger bedeutende oder die am wenigsten bedeutende wie die eines Trypsins sein kann. Ein 
erfindungsgemasser Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitor stort wenigstens die primare Wirkungsweise, unge- 
achtet irgendeiner Storung der Trypsin-Wirkungsweise. 

Pestizid wirksame Menge: 
45 Eine Menge, die ausreicht, einen Schadling zu bekampfen. 

Pflanze: 

Eine Pflanze im herkdmmlichen Sinne, aber unter Einschluss von Pfianzengewebe, gleichgultlg ob in einer 
Pflanze oder als gezuchtetes Gewebe, beispielsweise als Teil von Gewebekulturen in Nahrmedien. 

50 

Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors: 

Ein Stoff, gegebenenfalls aus Protein, der enzymatlsch in der Wirtszelle in einen aktiven Proteinase-inhibitor 
umgewandeit wird, oder der (entweder als Reaktionspartner oder als Enzym) an der Synthese eines 
Proteinase-lnhibitors teilnimmt. Dieser Ausdruck umfasst beispielsweise elnzelne Verbindungen oder 
55 Gruppen von Verbindungen, die endogen oder exogen fur eine Wirtszelle auftreten. Der Ausdruck umfasst 
daruberhinaus Enzyme, die an der Synthese eines Pro teinase-lnhibitors aus zellularen Substraten teilhaben; 
in diesem Fall werden sowohl das Substrat als auch das Enzym als Proteinase-inhibitor betrachtet. 

Proteinase: 

60 Ein Stoff, entweder eine elnzelne Verbindung oder eine Gruppe von gemeinsam wirkenden Verbindungen, 
der ein Protein inaktiviert. Obwohl der Ausdruck "Proteinase" hier austauschbar mit "Protease" Ist, soli hier 
und im folgenden vorzugsweise der Ausdruck "Proteinase" gebraucht werden. 
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P lir S r ff :'S t e°d r e r eine einzelne Verbindung Oder eine Gruppe von gemeinsam wirkenden Verbindungen, 
d r fahig ist. ein Protein zu inaktivieren. 

^rTpflaSfdie wenigstens eine DNA-Sequenz enthalt, welche ein Gen sein kann und sich von der 
f honHo'n nNA Seauenz in der analogen Wildtyppfianze unterscheidet. Hier und im folgenden umfasst 
der* Ausdmck Me^pt^n d^SSln. DNA^relativ zur entsprechenden DNA der Wildtyppfianze 
wtair^sf D e verindSe DNA musl iedoch nicht zwangsweise der Wildtyppfianze einen neuen Phanotyp 
veSn Transgene Sflanzen in diesem' Sinne umfassen demnach auch Pflanzen m.te.ner gegenuber dem 
wX P eSen Zahl von Genkopien und Pfianzen mit modifizierten DNA-Sequenzen. die nicht 
notwendigerweise auf solche beschrankt sind, die Proteine kodieren. 

Tt^l^s'S^L sie ohne signifikante Wirkungsverschlechterung gegeneinander 
ausgSuschi ^ S^S -. eine g.eiciLtige Wirkung aufweisen und ihre Wirkungshohe ,n 

der gleichen Grossenordnung liegt. 

C. Transgene Pfianzen und Verfahren zur Schadlinasbekampfung 

m Transoene Pfianzen. die Proteinase-lnhibitoren aller vie r Klassen enthalten, und die Verwendung dieser 

^^egende -ndungb^et * , Mgjg;* Stf^EETS IZXZXSSS^ 

Pfianzen vor ^^nschad ngen sind und welche biologisch in diesen 

S^heS ^TdS'SSSdBnflan. die auf diese Art bekampft werden kSnnen, geh5ren vor 

allem Insekten, I « ^f$J££^ Emndung besonders interessant sind. sind insbesondere (a) 
Zielpfianzen. d.e ,m R^ e " ^^ffifS; der GiSSe der Zierpflanzen und jener Pfianzen. die in Tabelie A 
Monok0 ^ ed ° nen -^T 1 ^ S K 9 noUen^ ^^fe nd^Pflanzen Oelpflanzen Zuckerpflanzen. Futter- und Rasengraser, 
? Getr und SzTfemde S^tSEoSS^ Duftpflanzen aufge.istet sind; und (b) Dikotyledonen, 

Bevonugls .mMmblMlr ge "^^JT^ioMin bevorzugt sind Pfl*nz.n d.r GMIungo Aven, 

(Erbse) Beta (Rube) G -f?^^^^^^ s ] olanum un / G ossy pi um. Eine andere 
Am bevorzugtesten sind Pfianzen aer ^"""9=" ^ £ , nmaten Soia bohnen Erbsen und Baumwolle. 

Gruppe bevorzugter Pfianzen besteht aus "'^^^S^SSjSn. die mindestens ein 

Eine Hemmung kann beispielswe.se b * j™*^ 

fremdes Gen oder eine fremde 9^^^^^^^^SS^»U9 der Gruppe bestehend aus 

Bevorzugt sind Inhibitoren wemgstens ^^V^^^V'SS^^ Acrosin Plasminogen-Aktivator. 

Thrombin. Plasmin. Elastase. Kalii kre.r > Su L^'^ 

oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. proteinase 
Ausserdem kann der Inhibitor ein ^P*"- 

Chymotrypsin ist. ist ^^^^^^S^'^^^^^ andere " ™? 

Die Hemmung aussert s.ch auch als ^f™" ™ ™ ein Vertreter der Bowman-Birk Inhibitor-Fami- 
Serin-Proteinasen.wenneinerodermehrere S olcherln»^ , nh ibitor-Familie. der 

lie. der Sojabohnen-Kunitz Inh.b.tor-Fam.l.e. der R' nd erp an kr^ i ryps n i ^ |- Fa milie. 
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Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle Oder funktionelle Aehnlichkeit mit einem der vorgenannten 
Inhibitoren haben. 

Besonders bevorzugte Serin-Proteinase-lnhibitoren sind der Sojabohnen-Kunitz Trypsin-lnhibltor, ai-Anti- 
trypsin (ein Beispiel fur die ai-Proteinase-lnhibitor-Familie), Eglin C und Eglin C-Mutanten, besonders Eglin C 
5 (Arg 45). 

Eine bevorzugte Gruppe von inhibitoren, die biologisch in einer transgenen Pflanze synthetisiert werden 
und bei der Schadlingsbekampfung, besonders der Bekampfung von Insekten, nutzlich sind, besteht aus den 
Thiolproteinase-fnhibitoren. Bevorzugte Beispieie hierfur sind die Inhibitoren von Papain, Bromelain, Ficin, 
Calpain, Cathepsin B, Cathepsin C, Cathepsin L, Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, Clostripain! 
10 Asclepain, Prolyl-Endopeptidase, Pyroglutamyl-Peptidase, Dipeptyi-Proteinase I, Hefe-Proteinase B, Strepto- 
coccus Proteinase, Staphylococcus Thiolproteinase und Actinidin sowie von Proteinasen, die eine 
wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten aufweisen. 

Besonders bevorzugte Inhibitoren sind: Cystatin, Calpastatin. Bromelain-lnhibitor, Antipain, Leupeptin, 
Chymostatin und E64 oder ein Abkommling davon sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder 
15 funktionelle Aehnlichkeit mit den zuvor genannten aufweisen. E64 ist der Trivialname fur [N-(L-3-Transcar- 
boxyoxiran-2-carbonyl)-L-leucyl]-amido(4-guanido)-butan. Bei Abkdmmlingen von E64 ist im aligemeinen die 
Gruppe -NH-(CH2)4-NH-C(«NH)-NH2 durch verschiedene Alkylgruppen oder durch Gruppen wie -NH- 
(CH 2 ) 4 -NH 2 , -NH-(CH 2 ) 2 -CH 3 , -NH-(CH 2 ) 7 -NH 2 oder -0 2 CCH = CH-CO-NHCH(i-propyl)-CO-NH-(CH 2 ) 2 -CH- 
(CH3) 2 ersetzt. 2u den bevorzugten Inhibitoren vom Cystatintyp gehoren beispielsweise solche aus der 
20 Gruppe; HQhnereiweiss-Cystatin, Human-Cystatin A, Human-Cystatin B, Human-Cystatin C, Human-Cystatin 
S, Ratten-Cystatin a, Ratten-Cystatin 0 und Kininogen, beispielsweise L-Kininogen und H-Kininogen. 

Ein besonders bevorzugter Thiolproteinase-inhibitor ist Huhnereiweiss-Cystatin. 

Daruberhinaus konnen transgene Pfianzen eine Resistenz gegen Pflanzenschadlinge aufweisen, wenn sie 
durch in vivo Synthese einen Metallproteinase-inhibitor produzieren. 2u den bevorzugten inhibitoren dieses 
25 Typs gehoren vor allem jene, die Carboxypeptidase A, Carboxypeptidase B, Aminopeptidase, Kollagenase, 
Calcium-abhangige neutrale Proteinase, Thermolysin, Angiotensin-umbauendes Enzym, renale Dipeptidase, 
Enkephalinase, Gelatinase und Keratinase hemmen, oder Inhibitoren von Proteinasen, die eine wesentliche 
strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten Proteinasen aufweisen. 

Besonders bevorzugte Inhibitoren sind: Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor, Saugetier Kollagenase-lnhibi- 
30 tor, a 2 -Makroglobulin, Gewebe-Bradykinin-verstarkendes Peptid, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin 
sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten 
inhibitoren aufweisen. 

Schliesslich wird eine Hemmung auch dann beobachtet, wenn der Inhibitor eine saure Proteinase hemmt 
Bevorzugte inhibitoren dieses Typs hemmen Pepsin, Renin, Cathepsin D, Chymosin, Penicillinopepsin und 
35 Scytalidium saure Protease B sowie Inhibitoren von Proteinase, die wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten aufweisen. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Gruppe sind: Pepstatin, Ascaris Carboxylproteinase-lnhibitor, 
Bauhinia Pepsin Inhibitor, Scopolia japonica Proteinase-lnhibitor und Kartoffel Cathepsin D-lnhibitor sowie ein 
Inhibitor, der eine wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten Inhibitoren 
40 aufweist. 

Zu den typischen Pi lanzenschadlingen gehoren Insekten, Milben, Pilze und Bakterien; dabei sind Insekten 
von besonderer Bedeutung. Tabelie B gibt einige bevorzugte Reprasentanten von Zielpflanzen an. Sie sind 
genetisch manipuliert, produzieren die angegebenen Proteinase-lnhibitoren und sind so in der Lage, die 
angegebenen Zielinsekten zu bekampfen. Diese beispielhafte Auflistung soil auf kelnen Fall limitierend fur die 
45 Erfindung sein. 

Primare Zielschadlinge von Monokotyledonen, beispielsweise Mais, sind Vertreter der Ordnungen 
Coleoptera (Kafer) und Lepidoptera (Schmetterlinge), insbesondere der Gattungen Diabrotica, Dtatraea, 
Ostrinia und Hefiothis. Primare Zielschadlinge von Dikotyledonen, beispielsweise Kartoffeln, Raps, Tomaten, 
Sojabohnen, Erbsen oder Baumwolle, sind ebenfalls Vertreter der Ordnungen Coleoptera und Lepidoptera, 
50 insbesonders der Gattungen Diabrotica, Diatraea, Ostrinia, Heliothis, Spodoptera und Anthonomus. 

Die Proteinase-lnhibitoren konnen in Jedem Tell der Pflanze exprimiert werden, beispielsweise in den 
Wurzeln, Stengein, Blattern, Samen oder Pollen der Pflanze. Vorzugsweise wird der Proteinase-lnhibitor in 
dem Teil der Pflanze exprimiert, der der primare Angriffspukt des zu bekampfenden Schadlings ist. 

55 (2) Transgene Pfianzen, die Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitoren enthalten, und die Verwendung dieser 
Inhibitoren 

Die vorliegende Erfindung stellt auch Mittel bereit, transgene ein- und zweikeimbiattrige Zielpflanzen vor 
Pflanzenschadlingen zu schutzen, bzw. die Schadlinge mittels transgener Pfianzen zu bekampfen. Dieser 
Schutz basiert auf Proteinase-lnhibitoren, die reprasentatlv fQr alle vier Qblichen Klassen sind und die 

60 biologisch in diesen Pfianzen synthetisiert werden. Insbesondere bastert dieser Schutz auf Inhibitoren von 
Nicht-Trypsin-Proteinasen aller vier Klassen, vorzugsweise auf Inhibitoren von Nicht-Trypsin-Serin-Proteina- 
sen. Schadlinge, die auf diese Art bekampft werden konnen, sind vorherrschend Insekten, Milben, Pilze und 
Bakterien. Pfianzen von besonderem Interesse unter diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung schliessen, 
wie bereits erwahnt, Mon - und Dikotyledonen aus Tabelie A ein und sind typmassig ausgewahlt aus der 

65 Gruppe bestehend aus Getreide, Protein-liefernden Pfianzen, Obst-liefernden Pfianzen, Gemuse-und 
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Be^defTransform ation von Pflanzen, die notig ist. um die erfindungsgemassen transgenen Pflanzen zu 
erzeugen unT^Zdungsge^ Verfahren anzuwenden. werden DNA-Sequenzen, die d.efro ejnase 
Storen oder Vorlaufer der Proteinase-lnhibitoren kodieren. fur die Manipulation e.ngesetzt. Entsprechend 
beS dlese Erflndung auch die erfindungsgemass verwendeten DNA-Sequenzen. D,e Transformationen 
werden nachfolqend detailliert beschrieben. ^wj^r««^ Q 

Qener?sch gesehen betrifft die Erfindung eine im wesentlichen reine DNA-Sequenz, d.e «"»J^'«™"J« 
Sequenz fur linen Proteinase-lnhibitor umfasst und die ausgewahlt ^^^^SS^ 
Inhibitoren von Thiolproteinasen. Metallproteinasen, sauren Protemasen und _N,eh ^"^^S^SS 
oder eine kodierende Sequenz fur einen oder mehrere Vorlaufer, d.e an der b.olog.schen Synthase ernes 
%i£^£^**&»*. vorzugsweise eines "-ht-Tryps.n-Pr^ 

Gruppe bestehend aus Thiolproteinasen. Metallprote.nasen, sauren Protemasen U ^_^^™ , ?1""^ 
Ausserdem betrifft die Erfindung eine im wesentlichen reine DNA-Sequenz, d.e e.nen Prote.nase-lnh.b.tor 
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Knollen-liefernden Pflanzen, NOsse-liefemden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengra- 
sern, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-liefernden Pflanzen, sowie Gewurz- und Duftpflanzen und daruber 
hinaus Drogen-enthaltenden Pflanzen. 

Bevorzugte einkeimblattrige Pflanzentypen schliessen Getreide, Gernuse-und Knollen-I.efernde Pflanzen, 
Zuckerpflanzen sowie Futter- und Rasen-graser ein. Besonders bevorzugt sind Pflanzen der Gattungen Avena 5 
(Hafer) Hordeum (Gerste). Oryza (Reis), Sorghum (Hirse), Triticum (Weizen), Dactylis (Knauelgras) und 
Saccharum (Zuckerrohr) , sowie Zea mays (Mais) . Am bevorzugtesten sind Pflanzen der Gattung Dactylis und 

^Bewrzugte zweikeimblattrige Pflanzentypen schliessen Obst-liefernde Pflanzen. Gemuse- und Knollen-lie- 
fernde Pflanzen Oelpflanzen. Zuckerpflanzen, Futterleguminosen sowie Fasern- und Holz-liefernde Pflanzen w 
und Drogen-enihaltende Pflanzen ein. Besonders bevorzugt sind Pflanzen der Gattungen Lycopersicon 
(Tomate) Solatium (Kartoffel), Pisum (Erbse). Beta (Rube). Glycine (Sojabohne), Brassica (Raps und Kohl), 
Gossypium (Baumwolle) und Nicotiana(Jabak). Am bevorzugtesten sind Pflanzen der Gattungen Lycopersi- 
con. Solanum. Gossypium und Nicotiana. J » 

Eine Hemmung kann beispielsweise bei transgenen Pflanzen beobachtet werden. die mindestens ein 15 
fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe enthalten. das/die einen Inhibitor einer N.cht-Trypsin 
Serin-Proteinase kodiert. Bevorzugt sind Inhibitoren wenigstens einer Nicht-Trypsin Senn-Proteinase, 
ausqewahlt aus der Gruppe bestehend aus Thrombin. Plasmin. Elastase, Kallikrein, Subtilisin, Cathepsin G, 
Chvmase Acrosin. Plasminogen-Aktivator, Cl-Esterase. Enterokinase. Tryptase, Post-Prolin-schneidendem 
Enzvm (Prolyl-Endoproteinase). ATP-abhangiger Protease. Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und II. 20 
Streptomyces wfesus-Proteinase A, Staphylococcus aureus V8-Proteinase, Tenebrio a-Protemase. Urokina- 
se Blutqerinnungsfaktoren. Komplement-aktivierenden Faktoren und den Serin-Carboxypept.dasen sowie 
einer Proteinase die eine wesentliche strukturelle oder funktioneile Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten 
hat Ausserdem kann der Inhibitor ein Chymotrypsin-lnhibitor sein. Wenn die Proteinase Chymotrypsin ist, ist 
der Inhibitor bevorzugt ein Kartoffel I-, Kartoffel II-, Tomaten I- oder Tomaten ll-lnh.bitor. 25 

Die Hemmung aussert sich auch als Ergebnis der in vivo Synthese von anderen Inhibitoren von 
Nicht-Trypsin Serin-Proteinasen, wenn einer Oder mehrere solcher Inhibitoren ein Vertreter der Bowman-Birk 
Inhibitor-Familie. der Streptomyces-SubXW\s\n Inhibitor-Familie, der Kartoffel-lnhibitor l-Familie, der Kartoffel- 
Inhibitor ll-Familie, der a,-Proteinase Inhibitor-Familie. der Hirudin-Familie, der Bdel n-Famihe, der 
Eolin-Familie, der Inter-ai-Trypsin Inhibitor-Familie. der Serpin-Ueberfamilie, der CI-lnhib.tor-Familie, der 
Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupeptine. der Antipaine. Elastinal oder Chymostatin ist. Eingeschlossen sind 
Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktioneile Aehnlichkeit mit einem der vorgenannten 

ln Besond n er h s ab brvorzugte Nicht-Trypsin Serin-Proteinase-lnhibitoren unter diesem Gesichtspunkt der 
Erfindunq sind Eglin C und Eglin C-Mutanten, besonders Eglin C (Arg 45). 

Eine unter diesem speziellen Aspekt der Erfindung bevorzugte Gruppe von Inh.b.toren, die b.ologisch in 
einer transgenen Pflanze synthetisiert werden und nutzlich bei der Schadl.ngsbekampfung, besonders von 
Insekten sind enthalt wie bereits erwahnt. einen Inhibitor einer Thiolproteinase. Bevorzugte und besonders 
LevoiSgte Beispiele solcher Inhibitoren sind in den vorangehenden Abschnitten aufgelistet und s.nd auch 
unter diesem Gesichtspunkt der Erfindung bevorzugt. 

Ausserdem konnen transgene Pflanzen eine Resistenz gegen Schadlinge aufweisen. wenn durch d.e in vivo 
Syithese r erinhibitor einer Metallproteinase produziert wird. Bevorzugte und t ^ s ° nders r ^X nd 9 e " 
Tnhibitoren unter diesem Gesichtspunkt der Erfindung sind jene. die als bevorzugt '"d 6 ";^^^^. 6 " 
Abschn tten genannt werden. Schliesslich wird eine Hemmung beobachtet, wenn der Inhibitor e.n Inh.b.tor 
•Slfsa^n ™"na«. ist. Auch hier sind unter diesem Aspekt der Erfindung bevorzugte und besonders 
bevorzugte inhibitoren solche. die als bevorzugt in den vorangegangenen Abschnitten genannt we^en. 

Zu den typischen Pflanzenschadlingen gehoren Insekten. Milben. Pilze und Baktenen; dabe, ,nd Ins. en 
von besonderer Bedeutung; Tabelle B gibt einige bevorzugte Reprasentanten von Zielpflanzen an Si sind 
Snetisch manipuliert, produzieren die angegebenen Proteinase-lnhibitoren und s.nd so n der Lage d.e 
angegebenTn ZMbwMan zu bekampfen. Diese beispieihafte Auflistung soli auf ke.nen 
Erfindung sein. Typische zu bekampfende Schadlinge werden in den vorangehenden Abschn.tten erwahnt. 
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kodiert, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Thiolproteinasen, MetaJIproteinasen 
sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen. 

Die Erfindung 1st auch so zu verstehen, dass si Vektoren umfasst, die Sequenzen tragen die 
Proteinase-lnhibitoren oder Vorlaufer von Proteinase-inhibitoren kodieren, und solche Sequenzen die In im 
5 wesentlichen reiner Form isoliert wurden. 

Bevorzugt sind solche Sequenzen fur Inhibitoren, die wirksam gegen Pflanzenschadlinge, insbesondere 
Insekten, Milben, Pilze und Bakterien sind. Von besonderer Bedeutung sind solche Sequenzen, die Inhibitoren 
oder Vorlaufer von Inhibitoren kodieren, die wirksam gegen Insekten sind. 

Es handeit sich typischerweise urn Sequenzen, die entweder aus einem Tier, einem Bakterium, einem Pilz 
10 oder einer Pflanze, die einer anderen Art ais die Zielpfianze angehort, stammen oder die eine wesentliche 
Sequenzhomologie mit Proteinase-lnhibitorgenen aufweisen, die aus einem der vorgenannten Organismen 
stammen. 

In den Fallen, in denen die Erfindung auf einen Inhibitor einer Nicht-Trypsin-Serin-Proteinase gerichtet ist, 
handelt es sich urn einen Inhibitor, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Chymotrypsin 
15 Thrombin, Plasmin, Elastase, Kallikrein, Subtilisin, Cathepsin G, Chymase, Acrosin, Plasminogen-Aktivator' 
Cl-Esterase, Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhan- 
giger Protease, Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und II, Streptomyces ar/seus-Proteinase A, Staphylococ- 
cus aureus V8-Proteinase, Tenebrio a-Proteinase, Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, Komplement-aktivie- 
renden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen sowie einem Inhibitor einer Proteinase, die eine 

20 wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

Wie bereits erwahnt, umfasst die Erfindung auch DNA-Sequenzen, die einen oder mehrere Vorlaufer 
kodieren, die an der biologischen Synthese eines Proteinase-lnhibitors teilhaben, wobei besagter Inhibitor 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Thiolproteinasen, Metallproteinasen, sauren Proteinasen und 
Serin-Proteinasen. In diesem Fail ist die Serin-Proteinase ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Trypsin, 

25 Chymotrypsin, Thrombin, Plasmin. Elastase. Kallikrein, Subtilisin, Cathepsin G, Chymase, Acrosin,' 
Plasminogen-Aktivator. Cl-Esterase, Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endo- 
proteinase), ATP-abhangiger Protease, Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und II, Streptomyces griseus-Pro- 
teinase A, Staphylococcus aureus V8-Proteinase t Tenebrio a-Proteinase, Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, 
Komplementaktivierenden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen und einer Proteinase, die eine 

30 wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

Spezifischer gesehen kann es einer Sequenz sein oder konnen es mehrere Sequenzen sein, die Vorlaufer 
kodieren, die zu einem Inhibitor fuhren, der ein Vertreter der Bowman-Birk Inhibitor-Famiiie, der 
Sojabohnen-Kunitz Inhibitor-Famiiie, der Rinderpankreas-Trypsin (Kunitz) Inhibitor-Famiiie, der Kazal-Trypsin 
Inhibitor-Famiiie, der Sfrepro/nyces-Subtilisin Inhibitor-Famiiie, der Kartoffel-lnhibitor l-Familie, der Kartoffel- 

35 Inhibitor ll-Famiiie, der cti-Proteinase Inhibitor-Famiiie, der Hirudin-Familie, der Bdellin-Familie, der 
Eglin-Familie, der lnter-ai -Trypsin Inhibitor-Famiiie, der Serpin-Ueberfamilie, der Cl-lnhibitor-Familie, der 
Ascaris Inhibitor-Famiiie, der Leupeptine, der Antipaine, der Elastinal oder Chymostatin ist oder ein Inhibitor 
von Chymotrypsin oder ein Inhibitor, der im wesentlichen strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einem 
Chymotrypsin-lnhibitor hat. In diesem letzten Fall kann es sich um eine Sequenz handeln, die den Kartoffel I-, 

40 Kartoffel II-, Tomaten l-oder Tomaten ll-lnhibitor kodiert. 

Ein weiterer Erfindungsgegenstand besteht darin, dass die DNA-Sequenz einen Proteinase-lnhtbitor oder 
einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, der zur Kiasse der Inhibitoren von 
Thiolproteinasen gehort. Bevorzugte Beispiele hierfur sind die Inhibitoren von Papain, Bromelain, Ficin, 
Calpain.^ Cathepsin B. Cathepsin C, Cathepsin L, Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, Clostripain, 

45 Asciepain, Prolyl-Endopeptidase, Pyroglutamyl-Peptidase, Dipeptyl-Proteinase I, Hefe-Proteinase B, Strepto- 
coccus Proteinase, Staphylococcus Thiolproteinase und Actinidin sowie von Proteinasen. die eine 
wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten aufweisen, 

Unter diesem Gesichtspunkt ist ein Inhibitor besonders bevorzugt, der entweder ein Cystatin, Calpastatin, 
Bromelain-lnhibitor, Antipain, Leupeptin, Chymostatin oder E64 oder ein Abkommling davon ist, oder einer, 

50 der eine wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit damit hat. in den Fallen, in denen der Inhibitor 
ein Cystatin Ist, kann er ausgewahlt sein aus der Gruppe bestehend aus Hiihnereiweiss-Cystatin, 
Human-Cystatin A, Human-Cystatin B t Human-Cystatin C, Human-Cystatin S, Ratten-Cystatin a, Ratten-Cy- 
statin 0 und Kininogen, beispielsweise L-Kininogen und H-Kininogen. 

Des weiteren kann es sich bei der DNA-Sequenz um eine Sequenz handeln, die einen Proteinase-lnhibitor 

55 oder einen Oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert. wobei die Proteinase eine 
Metallproteinase ist. Beispielsweise kann es sich dabei um den Inhibitor der Carboxypeptidase A, 
Carboxypeptidase B, Aminopeptidase, Koliagenase, Calcium-abhangigen neutralen Proteinase, Thermolysin, 
des Anglotenslon-umbauenden Enzyms, der renalen Dipeptidase, der Enkephalinase, Gelatinase oder 
Keratinase handeln oder um einen Inhibitor einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle oder 

60 funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

Besonders bevorzugt unter diesem Blickwinkel sind DNA-Sequenzen, die Inhibitoren oder ein n oder 
mehrere Vorlaufer von Inhibitoren kodieren, und die Inhibitoren vorzugsweise aus der Gruppe bestehend aus 
Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor, Saugetier Kollagenase-Inhibitor, ct2-Makroglobulin, Gewebe-Bradykinin- 
verstarkendem Peptid, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin sowie Inhibitoren, die eine wesentliche 

65 strukturelle Oder funktionelle Aehnlichkeit mit dem vorgenannten haben, sind. 
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Schliessllchbetr^dleSHInd^^ 

mehrer. Vorl.ol.r eln.s " Jf?™ "en es sioh urn einen Inhibitor von Pepsin, 

besonderem Interesse s,nd unter d esem Aspekt ,ene FMjin g „,,„ um einen Inhibitor 

B«dn. C-hwlo 0. OW""^ 2ST^'i^?lSlSS32^;^!iio™^ Aehnllchkei. ml. eine, der 
^.nSeX^^^^ 



Inhibitoren aufweist. 



E. Vektoren ' Mf _,, t worr i pn un d die die oben beschriebenen DNA-Sequen- 

-VektoTi^diedurchStandardverfa^ sjnd rekomb inante 

zen enthalten, stellen einen ™ satzllch H e " und fur die 

DNA-Sequenzen. die zu "««^^^JS^^ «cnnen. Bevorzugte Vektoren 
Transformation von gee.gneten Wirten rn.t d.esen Sequen anj wirtsm jkroorganismus, beispielsweise 
fur.so.ierungundVermehrun^ jen8i die f0r die 

£ coft vermehrt werden konnen. ^vorzugte vektoren tu msbesondere in den Fallen, in 

Transformation von Pflanzenzellen oder von %^°™Z^^"n d er bevorzugte Vektor ein vom 
denen Pflanzenzellen. nicht Protop asten, ^^^^^^^^ ka nn jeder der erwahnten 
Ti-Plasmid abgeleiteter Vektor. Fur den drekte » ^^^"a^smaterial benutzt werdeo konneo, sind Stand 
Vektoren benutzt werden 'f^^^^o^^^ogm^e und Protoplasten sind in de 
der Technik. Geeignete Vek toren ^^^fj J°m£ 5) un d Rothstein et al. (1987) beschrieben. 
Sir t^^ySXXV^ Whmen der v 0 r„egenden Erfindung ais 

erfolgen. Geeignete £ co/AStamme schl ess en HB101, ^^^^j^ionstKhnk 
eSindungsgemassen Vektoren ^^^^SStSi den im Gebrauch zu iinearisieren. 

benutzt werden. In bestimmten Fallen | ka ^^J^^V t tr ansferiert werden. Dieser Transfer wird 
Alternativ dazu konnen die Vektoren in ^J^^^nS^9S3to), "triparental mating" (Dittaet al.. 
duroh konventionelle Techniken schliessen A. 

1980) oder Transformation (Holsters eT al 1978) erre.cht «JJ8 n ge SC hrankt zu sein. 
to-tetai LBA4404, CIB542 ^«2^5 > J , i^ n d ?S M »Bt.n DNA-Sequenzen umfassen. 

Jevorzugt sind die in den Beispielen beschriebenen Vektoren. 

F. Verfahren d er Herstellung u Herstelluna der erwahnten DNA-Sequenzen, In denen 

•^i^^^^ ** g89eben,n,a " s er 

«^»rSKSS * oben detinlerten _n 
Des weiteren umfasst die Erfindung e,n . Va ^^ B ™'HhISi Vektor. der eine erfindungsgemasse 

Srt. ond d.se die Pllanz.nzell. zu eln.r Ptlanze erttK , unosa eme S sen DNA-Sequenzen, 

JESS rS'nTn S£T^— '==3"-- - * « *~" 

Verfahren. 

linden eeiepiele dlenen dazu. T ^XT^t^^^Z SE5£ 

ABKUERZUNGEN 
Bp: Basenpaare. 

24^: 2,4-DichIorphenoxyessigsaure. 
Sicamba: 3,6-Dichlor-2-methoxybenzoesaure. 
EDTAT TEthylendiamin N,N,N\ N'-tetraessigsaure. 
kBp: Kilobasenpaar . 
MES; 2-(N-Morpholino)ethansurfonsaure. 

MW: Molekulargewicht. 
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NAA: a-Naphthalinessigsaure. 
PEG: Polyethylenglykol. 
SDS: Natriumdodecylsulfat. 

Tris-HCI: Tris(hydroxymethyl)methy!aminhydrochlorid. 
5 Upm: Umdrehungen pro Minute. 

MEDIEN 

SH-O-Medium: 

10 Medium von Schenk und Hildebrandt (1972); ohne Hormone. SH-Medium kann flussig Oder fest sein 
verfestigt durch 0,8 o/ 0 Agar oder 0 t 50/ 0 GelRite®. Das Medium wird normalerweise hitzesterilisiert, indem 15 
bis 20 Minuten bei etwa 110° bis 121°C autoklaviert wird. 

SH-30 Medium: 
15 Sh-O Medium, das 30 u,M Dicamba enthalt. 

SH-45 Medium: 

SH-O Medium, das 45 u,M Dicamba enthalt. 

20 MS-Medtum und QMS-Medium: 

Medien von Murashige und Skoog (1962). Die Medien konnen durch 0.8 o/ 0 Agar oder Agarose oder mit 
0.5 o/o GeiRite® verfestigt sein. 

Beasley und Ting Medium (Keimungsmedium fur Embryonen): 
25 Medium nach Beasley und Ting (1973). 

KM-8p Medium: 

Dieses Medium umfasst Makroiemente, Mikroelemente und Fe-EDTA wie von Kao und Michayluk (1975) 
beschrieben sowie die folgenden organischen Verbindungen: 

30 Biotin (0,01 mg/Liter), Pyridoxin-HCI (1 mg/Liter), Thiamin-HCi (10 mg/Uter), Nicotinamid (1 mg/Liter), 
Nicotinsaure (0.1 mg/Liter), Folsaure (0,4 mg/Liter), D-Ca-Pantothenat (1 mg/Liter), p-Aminobenzoesaure 
(0 t 02 mg/Uter), Cholinchlorid (1 mg/Liter), Riboflavin (0,2 mg/Uter), Vitamin B12 (0,02 mg/Liter), Glycin (0,1 
mg/Liter), Saccharose (0,25 g/Liter), Glucose (68,4 g/Liter), Mannit (0,25 g/Liter), Sorbit (0,25 g/Liter), 
Cellobiose (0,25 g/Liter), Fructose (0.25 g/Liter), Mannose (0,25 g/Liter), Rhamnose (0,25 g/Uter), Ribose 

35 (0,25 g/Liter), Xylose (0,25 g/Liter), myo-lnosit (0,1 g/Liter), Zitronensaure (40 mg/Liter), Fumarsaure (40 
mg/Liter) f Apfeisaure (40 mg/Uter), Na-Pyruvat (20 mg/Uter), Adenin (0.1 mg/Liter) t Guanin (0.03 mg/Liter), 
Thymidin (0,03 mg/Liter). Uracil (0.03 mg/Liter). Hypoxanthin (0,03 mg/Liter), Cytosin (0,03 mg/Uter) Glutamin 
(5,6 mg/Liter). Alanin (0.6 mg/Liter). Glutaminsaure (0,6 mg/Liter), Cystein (0.2 mg/Liter), Asparagin. 
Asparaginsaure, Cystin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Prolin. Serin. Threonin. 

40 Tryptophan, Tyrosin und Valin (jede 0,1 mg/Uter). 

Die Losung wird filtersterilisiert. Der End-pH 5.8. Die Makroelemente werden als 10fach konzentrierte, die 
Mikroelemente als 1000fach konzentrierte Stammiosung angesetzt. Zitronen-, Fumar- und Apfeisaure sowie 
Na-Pyruvat werden als 100fach konzentrierte Stammiosung angesetzt und mit NH 4 OH auf pH 6,5 eingestellt. 
Adenin, Guanin, Thymidin, Uracil, Hypoxanthin und Cytosin werden als 1000fach konzentrierte Stammiosung 

45 angesetzt und mit NH4OH auf pH 6,5 eingestellt. Die Arninosauren werden als 10fach konzentrierte 
Stammiosung (pH 6.5 mit NH4OH) hinzugefugt, urn die Endkonzentrationen zu erhalten. Die Vitaminstammlo- 
sung wird normalerweise als 100fach konzentrierte Losung bereitet. 

N6 Medium: 

50 Dieses Medium umfasst Makroelemente, Mikroelemente und Fe-EDTA wie von Chu et al. (1975) 
beschrieben, sowie die folgenden organischen Verbindungen: Pyridoxin-HCI (0,5 mg/Llter), Thiamin-HCI (0,1 
mg/Uter), Nicotinsaure (0,5 mg/Uter), Glycin (2,0 mg/Uter) ( und Saccharose (30 g/Liter). Die L6sung wird 
autoklaviert. Der End pH 1st 5,6. Makroelemente werden als 10fach konzentrierte Stammiosung bereitet und 
Mikroelemente als 1000fach konzentrierte Stammiosung. Die Vitaminstammldsung wird normalerweise als 

55 100fach konzentrierte Losung bereitet. 

YEB Medium: 

5 g/Liter Rindfleischextrakt, 1 g/Liter Hefeextrakt, 5 g/Liter Pepton, 5 g/Uter Saccharose, mit NaOH auf pH 
7,2 eingestellt, 2 mM MgCfc-Zugabe nach dem Autoklavieren. 

60 

Agarose: 

Die Herstellung und Relnigung werden beispielsweise durch Guiseley und Renn (1975) beschrieben. 
Agarose 1st einer der Bestandteile von Agar. Kommerziel! erhaltlicher Agar besteht normalerweise aus einer 
Mischung von neutraler Agarose und ionischem Agaropektin mit einer grossen Anzahl von Seitengruppen. 
65 Gewohnlicherweise bleibt eine bestimmte Zahl von Seitenketten intakt und bestimmt die physikochemischen 
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Eigenschaften der Agarose, wie Gelbildung und Schmelztemperatur, Agarose, die bei niedrigen Temperaturen 
schmilzt, besonders SeaPlaque Agarose, ist ein bevorzugtes Festigungsmittel in dem hier beschriebenen 
Verfahren. 

Caseinhydrotysat: 5 
Caseinhydrolysat - Enzymatisches Hydrolysat von Rindermilch, Typ 1 , Sigma Co., St. Louis, MO t USA. 

Celluiase RS und R-10: 
Yakult Honsha Co. Ltd., Tokio, Japan. 

10 

GelRite®: 

GelRite Geilan Gum, Scott Laboratories Inc., Fiskersville, RJ„ USA. 
Nalgene® Filter: 

Nalge Co., Division von Sybron Corp., Rochester, New York, USA. 75 
Pectolyase Y-23® 
Seishin Pharmaceutical Co. Ltd., Tokio, Japan. 

20 

ParafilnV*: 

Parafilm® Labor Film - American Can Co., Greenwich, CT, USA. 

ALLGEMEINE VERFAHREN REKOMBINANTEN DNA TECHNOLOGIE 

Da viele der im Rahmen dieser Erfindung verwendeten Techniken fur den Fachmann auf dem Gebiet der 25 
rekombinanten DNA-Technologie Routine sind, wird im Folgehden eine kurze Beschreibung der allgemein 
verwendeten Verfahren gegeben, sodass diese in den nachfolgenden konkreten Ausfuhrungsbeispielen nicht 
jedesmal wieder neu angegeben werden mussen. Alle diese Routine verfahren sind bei Maniatis et af. (1982) 
beschrieben, es sei denn, es wird gesondert darauf hingewiesen. 

30 

A. Schneiden mit Restriktionsendonukleasen. 

Typischerweise sind in dem Reaktionsansatz etwa 50 bis 500 ng/ml DNA in der vom Hersteller, New England - 
Biolabs, Beverly, MA., empfohlenen Pufferlosung enthalten. 2 bis 5 Einheiten Restriktionsendonuklease 
werden fur jedes \ig DNA hinzugefiigt und der Reaktionsansatz wird bei der vom Hersteller empfohlenen 
Temperatur eine bis drei Stunden lang inkubiert. Die Reaktion wird durch 10 minOtiges Erhitzen auf 65° C oder 35 
durch Extraktion mit Phenol beendet; es folgt eine Prazipitation der DNA mit Ethanoi. Diese Technik wird auch 
auf den Seiten 104 bis 106 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

B. Behandlung der DNA mit Polymerase zur Herstetlung giatter Enden. 

DNA-Fragmente werden in dem vom Hersteller, New England Biolabs, empfohlenen Puffer in einer 40 
Konzentration von 50 bis 500 jig/ml einem Reaktionsansatz hinzugefugt. Der Reaktionsansatz enthalt alle vier 
Desoxynukleotidtriphosphate in einer Konzentration von 0.2 mM. Die Reaktion erfolgt wahrend 30 Minuten bei 
15°C und wird anschliessend durch 10 minutiges Erhitzen auf 65° C beendet. Fur Fragmente, die durch 
Schneiden mit Restriktionsendonukleasen erhalten werden, welche S'-uberstehende Enden erzeugen, wie 
EcoRI und BamHI, wird das grosse Fragment, oder Klenow-Fragment, der DNA-Polymerase verwendet. Fur 45 
Fragmente, die durch Endonukleasen erhalten werden, welche 3'-uberstehende Enden erzeugen, wie PstI und 
Sad, wird die T4- DNA-Polymerase verwendet. Die Verwendung dieser beiden Enzyme wird auf den Seiten 113 
bis 121 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

C. Agarose-Gelelektrophorese und Reinigung von DNA-Fragmenten aus den Gelen. 50 
Die Agarose-Gelelektrophorese wird in einem horizontalen Apparat durchgefuhrt, wie auf den Seiten 150 bis 

163 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. Als Puffer wird der dort beschriebene Tris-Boratpuffer 
verwendet. Die DNA-Fragmente werden durch 0.5 p.g/ml Ethidiumbromid gefarbt, das entweder im Gel- oder 
Tankpuffer bereits wahrend der Elektrophorese vorhanden ist oder aber erst nach der Elektrophorese 
zugegeben wird. Die DNA wird durch Beleuchtung mit kurz- oder langwelligem Ultraviolettiicht sichtbar 55 
gemacht. Wenn die Fragmente vom Gel abgetrennt werden sollen, wird eine Agarose verwendet, die bei 
niedriger Temperatur geliert und von Sigma Chemical, St. Louis, Missouri, bezogen werden kann. Nach der 
Elektrophorese wird das gewunschte Fragment ausgeschnitten, in ein Plastikrohrchen gegeben, etwa 15 
Minuten auf 65° C erhitzt, dreimal mit Phenol extrahiert und zwelrnal mit Ethanoi gefallt. Dieses Verfahren ist 
gegenuber dem von Maniatis et at. auf Selte 170 beschriebenen lelcht verandert. 60 

D. Anknupfen synthetischer Lin kerf ragmente an DNA-Enden. 

Wenn eine neue Endonukleaseschnittstelle an das Ende eines DNA-Molekuls angefugt werden soli, wird 
das Molekul gegebenenfalls zuerst mit DNA-Polymerase behandelt, urn glatte Enden zu erzeugen, wie in 
Abschnitt B beschrieben. Etwa 0.1 bis 1.0 \ig dies s Fragments wird zu etwa 100 ng phosphorylierter 65 
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Linker-DNA (New England Biolabs) zugegeben, die in einem Volumen von 20 p.J bis 30 u.1 eines vom Hersteller 
empfohlenen vorliegt, zusammen mit 2 uJ T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) und 1 mM ATP. Nach einer 
Inkubation Qber Nacht bei 15°C wird die Reaktion durch 10 minutiges Erhitzen auf 65° C beendet. Der 
Reaktionsansatz wird in einem fur die Restriktionsendonuklease, welche die synthetische Linkersequenz 

5 schneidet, geeigneten Puffer auf etwa 100 uJ verdunnt. Ungefahr 50 bis 200 Einheiten dieser Endonuklease 
werden diesem Ansatz hinzugefugt. Die Mischung wird 2 bis 6 Stunden bei der angemessenen Temperatur 
inkubiert, dann wird das Fragment einer Agarose-Gelelektrophorese unterworfen und wie in Abschnitt C 
beschrieben gereinigt. Das resultierende Fragment sollte nun Endigungen aufweisen, wie sie durch Schneiden 
mit der jeweiligen Restriktionsendonuklease erzeugt werden. Diese Enden sind gewohnlich kohasiv, so dass 

10 das resultierende Fragment nun ieicht mit anderen Fragmenten, die die gleichen kohasiven Enden aufweisen, 
verknupft werden kann. 

E. Entfernen von SMerminalen Phosphaten von DNA-Fragmenten, 

Die Rezirkularisation eines Vektors wahrend der Plasmidklonierung kann durch die Behandlung des 
15 Vektorplasmids mit Phosphatase vermindert werden (diskutiert auf Seite 13 der Maniatis et al.-Referenz). 
Nach der Verdauung der DNA mit der richtigen Restriktionsendonuklease wird eine Einheit alkalische 
Phosphatase aus dem Darm von Kalbern zugegeben, die von Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN, bezogen 
werden kann. Die DNA wird eine Stunde bei 37° C inkubiert und anschliessend zweimai mit Phenol extrahiert 
und mit Ethanol gefallt 

20 

F. Verknupfen der DNA-Fragmente. 

Wenn Fragmente mit komplementaren kohasiven Enden miteinander verknupft werden sollen, werden etwa 
100 ng von jedem Fragment in einem Reaktionsgemisch von 20 uJ bis 40 u.l mit etwa 0.2 Einheiten T4 
DNA-Ligase (New England Biolabs) in dem vbm Hersteller empfohlenen Puffer inkubiert. Die Inkubationszeit 
25 betragt zwischen 1 bis 20 Stunden bei einer Temperatur von 15°C. Sollen DNA-Fragmente mit giatten Enden 
verknupft werden, so werden diese in der zuvor angegebenen Weise inkubiert, wobei die Menge an T4 
DNA-Ligase in diesem Fall auf 2 bis 4 Einheiten erhdht wird. 

G. Transformation von E. cbIL 

30 Der E coli Stamm HB101 wird fur die meisten Experimente verwendet. Die DNA wird dabei mit dem 
Kaiziumchloridverfahren, das von Maniatis et al., auf den Seiten 250 bis 251 beschrieben wird, in E. coli 
eingefuhrt. Transformierte Bakterien sind zu einem selektiven Wachstum auf Medien befahigt. die ein 
geeignetes Antibiotikum enthalten. Diese Fahigkeit zum selektiven Wachstum macht es moglich, die 
gewunschten Bakterien von denjenigen Wirtsbakterfen zu unterscheiden t die keine transformierende DNA 

35 erhalten. Die Bestimmung geeigneter Antibiotika fur die Selektion von Wirtsbakterien ist Routine und basiert 
auf der Kenntnis der Resistenzgene, die sich auf der eingeschleusten DNA befinden, sowie der Sensitivitat der 
Wirtsbakterien gegenuber bestimmten Wirkstoffen. Wenn beispielsweise bekannt ist, dass ein bestimmtes 
Wirtsbakterium gegenuber dem Antibiotikum Ampicillin sensitiv ist und auf der eingeschleusten transformie- 
renden DNA ein entsprechendes Resistenzgen gegen Ampicillin vorliegt, dann ist Ampicillin ein geeignetes 

40 . Antibiotikum fur die Seiektion der Transformanten. 

H. Screening von E. coli auf Plasmide, 

Nach der Transformation werden die resultierenden Kolonien von £ coli mit Hilfe eines schnellen 
Plasmidteolationsverfahrens auf das Vorhandensein des gewunschten Plasmids gepruft. Zwei gebrauchliche 
45 Verfahren werden auf den Seiten 366 bis 369 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

I. Isolierung von Plasmid-DNA in grossem Massstab. 

Verfahren zur Isolierung von Plasmiden aus E. cofi ln grossem Massstab werden auf den Seiten 88 bis 94 der 
Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

50 

J. Klonierung in M13 Phagenvektoren. 

Fur die folgende Beschreibung gilt selbstverstandlich, dass fQr Routine verfahren, wie Schneiden mit 
Restriktionsendonuklease, Verknupfen etc., die doppelstrangige replikative Form der Phage M13-Abk6mmlin- 
ge benutzt wird. 

55 

I. Identlfizterung von Protelnase-lnhibitoren 

Beispiel 1 : In vitro Test zur Selektion von Proteinase-lnhibltoren, die wirksam gegen Zielinsekten sind 
60 A. Test-Verfahren. 

Proteinase-lnhibitoren werden am Anfang.auf ihre Aktivitat gegenuber dem gewunschten Zielinsekt gepruft, 
indem die Fahigkeit einzelner Inhibitoren gemessen wird, die Proteolyse durch Homogenate aus dem Darm 
des Insekts zu hemmen. Die Darme werden aus mit CO2 anSsthesierten oder gefrorenen Larven im zweiten 
Oder dritten Hautungsstadium herausgeschnitten; die Darme werden sofort nach dem Herausschnefden auf 
65 Trockeneis gefroren. Die Darme werden in 100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,5 homogenisiert (Wolfson und 
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Murdock, 1987), indem 5 bis 10 uJ Puffer pro Darm verwendet werden. Das Homogenat wird mit 5000 Upm 5 
Minuten lang bei 4°C zentrifugiert, urn Partikel abzutrennen, und der Ueberstand wird in 1 ml Aliquots bei 
-20° C aufbewahrt. Die Protease-Aktivitat wird im wesentlichen nach der Methode von Wolfson und Murdock 
(1987) gemessen, indem 14 C-BSA (New England Nuclear) als Substrat verw ndet und die Solubilisierungsrate 
der Radioaktivitat mit der Zeit wahrend 32 Minuten gemessen wird, Das pH-Optimum der Protease-Aktivitat 5 
wird bestimmt, indem das Ausmass der Hydrolyse in jedem der folgenden Puffer bestimmt wird: 

pH Puffer 

2.0 200 mM Glycin/HCI 1Q 

3.0 200 mM Glycin/HCI 

4.0 200 mM p-Alanin/HCI 

5.0 200 mM Natriumacetat 

6.0 100 mM Natriumphosphat/bisphosphat 

7.0 100 mM Natriumphosphat/bisphosphat 15 

8.0 100 mM Tris/HCI 

9.0 200 mM Glycin/NaOH 

Nachfolgende Experimente werden bei dem pH der maximalen Aktivitat durchgefuhrt. Der Inhibitor wird dem 20 
Homogenat und dem Testpuffer 5 Minuten bei 25° C inkubiert. Das Substrat, 14 C-methyliertes Rinderserumal- 
bumin (NEN Products, Boston), mit unmarktertem BSA auf etne spezifische Aktivitat von — 0,5 |j.Cl/mg 
eingestellt, wird hinzugefugt und 20 u.l Aliquots werden nach 0, 2, 4, 8, 16 und 32 Minuten entnommen, Diese 
AHquots werden zu 200 u.1 eiskalter 10 % Trichloressigsaure gegeben und 30 Minuten in Eis aufbewahrt. 
Proben werden 10 Minuten mit 5000 Upm bei 4°C zentrifugiert, urn unldsliches Protein zu prazipitieren. Zwei 25 
75 u.l Aliquots eines jeden Ueberstandes werden in 8 bis 10 ml Scintiverse II Szintillationscocktail gegeben und 
der radioaktive Zerfai! gezahlt. Die Solubilisierungsrate der Radioaktivitat wird bestimmt und die Rate fur jeden 
Inhibitor wird mit der der Kontrolle verglichen, 
B. Screening mit Darmhomogenaten von Diabrotica undecimpunctata. 

in einem typischen Experiment, in dem Darmhomogenate von D. undecimpunctata verwendet werden, ist 30 
der optimale pH fOr die Hydrolyse pH 4. Eine Anzahl von Inhibitoren wird in einem Standardtest untersucht, der 
10 u.l Homogenat, 80000 cpm 14 C-BSA in einem Endvolumen von 200 uJ 0,2 M p-Alanin/HCI, pH 4,0 enthait. Die 
Pepstatin-Aktivitat wird in 0,2 M Glycin/HCI, pH 2.0 gemessen. Typische Ergebnisse sind in Tabelle 1 
abgebildet. 

35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



15 



EP 0 348 348 A2 



Tabelle 1 



Wirkung von Proteinas -Inhibitoren auf die 
Proteinase-Aktivitaten von Darmhomogenaten 
von D. undecimpunctata 



20 



25 



30 



Klasse 


Inhibitor 


Konz. 


% der 








Kon- 








troiie 


i moi 


CCA 




7 O 




Antipain 


0,1 


19.8 




Cystatin 


0.072 


30.9 


Thiol 


Leupeptin 


0.1 


21.6 


+ 








Serin 








Serin 


Aprotinin 


0.1 


85.4 




(Rinderpankreas- 








Trypsin-lnhibitor) 








Huhner-Trypsin-lnhi- 


0.1 


62 




bitor 








Kartoffel I 


0.1 


55.4 




(Chymotrypsin-Inhi- 








bitor) 








Kartoffel il 


0.1 


42.8 




(Chymotrypsin-lnhi- 








bitor) 








Soja I (Kunitz) 


0.1 


69.7 




Trypsin-lnhibitor) 








Soja (1 


0.1 


72.5 




(Bowman-Birk) 








Limabohnen-Trypsin- 


0.1 


161 




Inhibitor 






saure 


Pepstatin 


0.02 


2.1 



35 

Die Proteolyse durch Darmhomogenate von D. vlrgifera und D. balteata zeigt eine ahnlich starke Hemmung 
durch Inhibitoren der Thiolproteinasen. 



C. Hemmung der Proteolyse in Darmhomogenaten von Diabrotica vlrgifera und Ostrinia nubiiaiis. 

40 Proteinase-lnhibitoren werden auf ihre Fahigkeit, die proteolytische Aktivitat in Darmhomogenaten von D. 
virgifera und O. nubifaiis zu hemmen, untersucht, indem die oben beschriebenen Verfahren verwendet 
werden. Die in Tabelle 2 gezeigten Ergebnisse stimmen mit Daten uberein, die mit anderen Inhibitoren erhalten 
werden, die zeigen, dass Darmproteinasen in Ostrinia, nicht jedoch in Diabrotica durch Serin-Proteinase-lnhi- 
bitoren gehemmt werden. Insbesondere wird fur Eglin C (Arg45) gezeigt, dass es die Proteolyse durch 

45 Darmhomogenate von O. nubilalis sehr wirksam hemmt; Eglin C (Arg45) ist bedeutend wirksamer als Eglin C 
und ein anderer Trypsin-lnhibitor, Vigna unguiculata Trypsin-lnhibitor (Hilder et ah, 1987). 

Tabelle 2 

50 Hemmung der Proteolyse in Darmhomogenaten 
von Insekten 

Inhibitor Konz. o/o der Kontrollaktivitat 

(M/Ul) 



55 







D. virgifera 










nubiialis 


Elgin C 


0.5 


107.6 0/0 


29.9 o/o 


Elgin C 


0.5 


110.8 0/0 


3.4 o/o 


(Arg45) 








Leupeptin 


0.002 


6.2 o/o 


24.9 o/o 


K unguiculata 


0.5 


99.2 o/o 


29.5 o/o 


Trypsin- 








lnhibitor 
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Tabelle 3 

Konzentration von Inhibitoren, die fur eine 70 o/o 
Hemmung der Proteolyse durch 
Darmhomogenate von O. nubilalis benotigt wird 

Inhibitor IC70 

Elgin C (Arg45) 12 u.M 10 

Elgin C 62 u.M 

V. unguiculata Trypsin-lnhibitor 50 u.M 

Beispiel 2: FQtterungsversuch zur Selektion von Proteinase-lnhibitoren, die wirksam gegen Zielinsekten sind 15 

Ein anderes Verfahren, die Wirksamkeit von Inhibitoren gegen ein einzelnes Zielinsekt zu bestimmen, ist, 
den Inhibitor der Nahrung zuzufugen. Die Inhibitorldsung wird auf die Oberflache der normalen Nahrung (z.B. 
junge Maisblatter fur Ostrinia nubilalis und Heliothis zea, Tabakblattscheiben fur H. virescens, Maiswurzein 
oder kultiviertes Maisgewebe fur Diabrotica spec) aufgetragen und getrocknet. Diese Nahrung wird an frisch 
geschiupfte Larven verfuttert und die Ueberlebensrate und das Gewicht nach 5 bis 6 Tagen gemessen. 20 
Alternativ dazu konnen Larven im 2. oder 3. Hautungsstadium vor und 3 Tage nach der Futterung mit der 
behandelten Nahrung gewogen werden. 

A. Einfluss von Proteinase-lnhibitoren auf das Wachstum von Hetiothis zea. 

In einem typischen Experiment werden Maisblattstreifen (1 cm 2 ) mit 12 |il Aliquots von Losungen von 10 25 
mg/mi Testmaterial benetzt und in einzelne Nahrungstdpfe mit je einer frischgeschlupften H. zea-Larve gelegt. 
Das Gewicht der Larven wird 5 Tagen gemessen. Kontrollproteine wie Rinderserumalbumin oder Thaumatin 
verursachen einen signifikanten (P < 0,05) Anstieg im Gewicht verglichen mit unbehandelten Blattern. Blatter 
mit Serin-Proteinase-lnhibitoren wie Kunitz-Trypsin-lnhibitor aus Soja oder Limabohnen Trypsin-lnhibitor 
verursachen eine signifikante Abnahme im Larvengewicht verglichen mit der Kontrolle (Tabeile 4). 30 

Tabelle 4 



Wirkung von Proteinase-lnhibitoren auf das 
Wachstum von frisch geschlupften H. zea 



Behandlung 


Durch- 
schnitts- 
gewicht 
(mg) 


n 


E 


unbehandelt 


3.41 


15 




BSA 


6.65 


13 


0.005 


Thaumatin 


4.57 


15 


0.1 


Soja Trypsin-lnhibitor 1 


1.59 


19 


0.005 


Limabohnen Trypsin 


2.38 


13 


0.1 



40 



45 



Inhibitor 



B, Einfluss von Proteinase-lnhibitoren auf das Wachstum von Diabrotica. 50 

Futterungsversuche mit Diabrotica spec, bestatigen den in vitro Test der in Beispiel 1 beschrieben ist. In 
einem reprasentativen Experiment werden Zellen aus einer Maiszellsuspension mit 2,5 % Saccharoselosung, 
die gewunschte Mengen an Inhibitoren enthalt, durchtrankt und an D. undec/mpunctate-Larven im 2. 
Hautungsstadium verfuttert. Die Gewichtszunahme nach 5 Tagen ist signifikant (t-Test p < 0.05) niedriger a!s 
bei Kontrollen. wenn die Zellen mit Leupeptin, Antipain oder Pepstatin in Konzentrationen, die 0.3 mg/ml 55 
Oberschreiten, behandelt werden. In ahnlichen Experimenten wird das Larvenwachstum von D. virgifera durch 
so niedrige Leupeptindosen wie 0.1 mg/ml (Tabelle 5) gehemmt. 

60 
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Tabeile 5 

Wirkung von Protease-lnhibitoren auf das Wachstum von Diabrotica-L&n/en 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Species 



D. virgifera 



Inhibitor 


Dosis (mg/ml) 


Durchschnittsge- 


P 






wicht (mg) 


keiner 




7.54 




Leupeptin 


1.0 


5.53 


0.05 




3.0 


5.02 


0.05 




10.0 


3.55 


0.05 


Antipain 


1.0 


5.44 


0.05 




3.0 


5.79 


0.05 




10.0 


3.69 




Pepstatin 


0.1 


7.42 


NS 




0.3 


6.18 


0.05 




1.0 


5.99 


0.05 




3.0 


6.2 


0.05 


keiner 




3.67 




Leupeptin 


0.1 


2.51 


0.05 




0.3 


1.91 


0.05 




1.0 


1.56 


0.05 




3.0 


1.28 


0.05 



C. Einfiuss von Proteinase-lnhibitoren auf das Wachstum von Ostrinia. 

Der Einfiuss von Eglin C (Arg45) auf das Wachstum von frisch geschiupften O. nubifalfs-L&iven wird dem 
oben beschriebenen Test bestimmt. Aliquots der Inhibitor-Losung werden auf 1 cm 2 grosse Maisblattschei- 
ben gegeben; jedes Maisblatt wird in einen separaten Futtertopf zusammen mit einer frisch geschiupften 
Larve gegeben. 20 Larven werden fur jede Dosis getestet. Die Topfe werden 6 Tage lang bei 29° C inkubiert 
und anschliessend die Ueberlebensrate, das Insekten-Endgewicht und die gefressene Blattflache bestimmt. 
Die Applikation von 125 u.g Eglin C (Arg45) auf jedes Blattstuck bewirkt einen bedeutenden Abfall im 
Endgewicht der Larven (p > 0,05). Typischerweise ergibt der Kontakt mit Eglin C (Arg45) eine Abnahme von 
etwa 30 o/o im durchschnittlichen Endgewicht der Larven, verglichen mit unbehandelten Kontrollen. 



(I. Gene and Vektoren 

Ein Proteinase-lnhibitor-Gen wird aus der Quelle, in der es naturlicher-oder kunstlicherweise vorkommt, 
isoliert und, wenn notig, durch konventionelle Verfahren charakterisiert. Wenn das Gen Induzierbar ist, wird es 

40 durch den zugehorigen Regulator aktiviert. Die RNA t die aus dieser Aktivierung resultiert, wird isoliert und 
benutzt, urn eine cDNA-Bibliothek anzulegen. Diese Bibiiothek wird fur ein unterscheidendes Screening 
benutzt, indem radioaktiv markierte cDNA verwendet wird, die aus (1) RNA, die aus dem aktivierten System 
isoliert wurde, und (2) RNA, die aus einem zweiten, nichtaktivierten System Isoliert wurde, erzeugt wurde. 
cDNA-Kjone, die den induzierten Klonen entsprechen, werden anschliessend isoliert und sequenziert. 

45 Wenn von dem gewunschten Gen nicht bekannt ist, ob es induzierbar ist, kann es unter Verwendung 
immunoiogischer Verfahren isoliert werden. Das Protease-lnhibitor-Protein wird als Antigen zur Produktion 
eines Antikorpers verwendet, der dann benutzt wird, um eine rekombinante Phagen cDNA-Bibliothek in 
X-GT11 entsprechend dem Verfahren von Young und Davis (1983) zu screenen. Positive Klone werden mit 
radioaktiv markierten gemischten Oiigonukleotiden (Wood et al., 1985) gescreent, die entsprechend der 

50 bekannten Aminosauresequenz des Proteins erzeugt wurden. 



Beispiel 3: Proteinase-lnhibitor-Gene 



A. Reinlgung von Proteinase-lnhibitoren. 

55 Viele Proteinase-lnhibitoren sind kommerziell In gereinigter Oder teilweise gereinigter Form erhaltlich und 
die Relnlgungsvorschriften fur zahlreiche andere sind bekannt [siehe Barrett und Salvesen (1986) wegen 
ausfuhriicher Referenzen], Weitere Reinigung von Material kann durch Affinitatschromatographie an Saulen 
mit den zugehorigen inaktivierten Enzymen erfolgen. 
In einer typischen Reinigung mit dem Ananas Bromelain-inhibitor wird die Enzym-Saule mit Bromelain im 

60 wesentlichen wie von Anastasi et al. (1983) fur Carboxymethylpapain beschrieben vorbereitet. Das Bromelain 
wird mit Jodacetamid behandelt, um es zu inaktivieren. Das Carboxymethylbromelain wird anschliessend 
gemass der vom Hersteiler empfohlenen Methode an CNBr-aktlvierte S pharose (Pharmacia) gekoppelt. 
Nach intensivem Waschen ist die Saule in 0,05 M NaP04. pH 4,0, 0,5 M NaCI, 0,1 o/o Brij 35 aquilibriert und wird 
mit inem Saulenvolumen 50 mg/ml Rinderserumaibumin im gleichen Puffer behandelt. um unspezifische 

65 Bindungsstellen zu blockieren. Die Saule wird sorgfaltig gewaschen und das teilweise gereinigte Bromelain 
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(Sigma), gelost in pH 4,0 Puffer, der 10 o/o Glycerin an Stelle von Brij 35 enthalt, wird auf die Saule aufgetragen. 
Nach sorgfaltigem Waschen mit pH 4,0 Puffer wird die Saule mit 0,05 M NaP04. pH 11,5, 0,5 M NaCI, 10 <Vo 
Glycerin eluiert. Di Aktivitat wird gepruft, indem die Fahigkeit, den Abbau von 14 C-BSA durch Bromelain zu 
hemmen, getestet wird. 

Wenn Inhibitoren isoliert werden, die einen hohen Aktivitatsgrad gegenuber der Protease eines einzelnen 5 
insektes haben, isoliert werden, kann die Effizienz der Reinigung durch den in Beispiel 1 beschriebenen Test 
uberpruft werden. Urn die Selektivitat zu erhohen, kann das Insektenenzym durch Affinitatschromatographie 
an einer Inhibitor-Saule gereinigt und anschliessend verwendet werden, urn eine Affinitatssaule zur Reinigung 
neuer Inhibitoren herzustellen. Falls notig konnen weitere Reinigungen von Inhibitoren zur Proteinsequenzie- 
rung mit Hiife der Reverse Phase HPLC erreicht werden. 10 

B. Aminosauresequenzierung von Proteinase-lnhibitoren. 

Im Falle von Proteinen, deren Aminosaurensequenz noch nicht aus der Literatur bekannt ist, wird die 
Aminosaurensequenz durch automatischen Edman Abbau bestimmt, indem ein Modell 470A Protein 
Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA), ausgestattet mit einer on-line Reverse Phase HPLC zur 15 
Analyse der Phenylthiohydantoinderivate der Aminosauren und einem Modell 900 Datenanalysesystem, 
verwendet wird. Peptide werden durch enzymatischen Abbau mit Trypsin, Lys-C (Lysin-Endopeptidase), 
Arg-C (Arginin-Endopeptidase) Oder Gtu-C (Staphylococcus aureus Protease V8) hergesteilt und vor der 
Sequenzierung durch Reverse Phase HPLC getrennt. 

20 

C. Synthese eines Proteinase-lnhibitor-kodierenden Gens: Huhnereiweiss-Cystatin. 

Fur Proteine mit weniger als 150 Aminosauren, deren Aminosaurensequenz vollstandig bekannt ist, kann ein 
Gen durch DNA-Synthese konstruiert werden. Im Fall von Huhnereiweiss-Cystatin wird die Aminosaurense- 
quenz (Schwabe et al„ 1984; Turk et al., 1983) rucktranslatiert, indem der genetische Code mit der 
Codonfrequenz verwendet wird, die aus alien verfugbaren Maisproteinen der GenBank Datenbank unter 25 
Benutzung der Computerprogramme der Genetik-Computer-Gruppe der Universitat von Wisconsin berechnet 
wurde. Translations-Stop- und Startsignale werden zusammen mit BamHI Linkern zur Erleichterung bei 
nachfolgenden Manipulationen an beiden Enden angefugt. Dieser Prozess ergibt die in Fig. 9 gezeigte 
Sequenz. 

Ofigonukleotide, die den Abschnitten A bis K (Fig. 10) entsprechen, werden mit Hilfe eines Modell 380A 30 
DNA Synthesizers (Applied Biosystems, Foster City CA) mit p-Cyanoetnylchemie synthetisiert. 
Das Gen wird in drei Schritten zusammengesetzt: 

(1) Anfugen von 5'-Phosphat: 

Ein 5'*Phosphat wird an die 5'-Enden aller Fragmente mit Ausnahme der Fragmente A und K angefugt, 35 
indem 40 pmol jedes Fragments B, C, D, E, F, G, H, I und J und die T4 Polynukleotid-Kinase vermischt werden, 
gemass dem von Maniatis et al. (1982) beschriebenen Verfahren. 



(2) Hybridi sierung: 

Nach dem Entfernen von uberschussigem Reagens durch Phenol/Chloroform-Extraktion, Chloroform-Ex- 40 
traktion und Ethanol-Fallung wird der Niederschlag, der die phosphorylierten Fragmente enthalt, in T4 
Ligase-Puffer gelost. 40 pmol von jedem Fragment A und K werden hinzugefugt, die Mischung wird auf 85° C 
erhitzt, anschliessend langsam auf 15°C abgekuhlt und bel dieser Temperatur fur wenigstens 4 Stunden 
inkubiert, damit die Fragmente hybridisieren konnen. 

45 

(3) Verknupfen: 

ATP wird bis zu einer Konzentratlon von 1 mM zusammen mit T4 Ligase hinzugefugt und die Inkubation 
wird 4 Stunden lang fortgesetzt. Die Reagentien werden durch Extraktion und Fallung wie in Schritt (1) 
entfernt. Urn die Wirksamkeit der Reaktion zu uberprufen, wird ein Aliquot der Produkte in einem 10 bis 15 o/o 
Acrylamidgei analystert. Eine Bande, die 363 Bp entspricht, ist sichtbar. Falls notig, kann das entsprechende 50 
Fragment durch praparative Gelelektrophorese gereinigt werden, bevor fortgefahren wird, es mit dem Vektor 
zu verknupfen. 

D. Synthese eines Gens, das einen Protefnase-lnhibitor kodiert: Eglin C und Eglin C-Mutanten. 

55 

(1) Eglin C-Gen: 

Die Hersteliung des Plasmids pML147, das das Eglin C-Gen enthalt, wird in EP 146 785 beschrieben. Der £. 
cod Stamm HB101/pML147, der dieses Plasmid enthalt, wurde am 28. Januar 1988 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen (DSM) ( Mascheroder Weg 1b, D-3300 Braunschweig, Bundesrepubiik 
Deutschland unter der Hinterlegungsnummer DSM 4380 hinterlegt Das 230 Bp EcoRI-BamHI Fragment, das 60 
das komplette Eglin C-Gen enthalt, wird aus 10 ^g Plasmid pML147 durch Schnelden mit den 
Restriktionsendonukieasen EcoRI und BamHI und nachfolgende Elektrophorese in 1.5 o/o Agarose mit 
niedrigem Schmelzpunkt isoliert. Das EcoRI Ende wird durch Verknupfen mit einem Linker, der so gewahlt ist, 
dass die kodierende Sequenz Im richtigen Leserahmen ist, ist ein BamHI Ende Qberfuhrt. Nach der Isolierung 
wird das modifizierte Fragment in die BamHI-Schnittstelle des CaMV35S Promotors im pCIB710 Vektor 65 
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eingefugt, wie es in Beispiel 5 beschrieben ist. 

(2) M13 Klonierung des Eglin C-Gens: 

Etwa 0,5 \lq des 230 Bp EcoRI-BamHI Fragments, das das komplette Eglin C Gen enthalt, wird aus 10 u.g 
5 Plasmid pML147 wie oben beschrieben isoliert. Dieses DNA-Fragment (10 ng) wird mit 40 ng M13mp8 
vermischt, das vorher mit EcoRI und BamHI geschnitten wurde, und in 50 mM Tris-HCI pH 7,4 t 10 mM MgCIa, 
10 mM ATP, 10 mM Dithiothreitol in Gegenwart von 0,125 Einheiten T4 DNA-Ligase in einem Volumen von 15 p.! 
inkubiert (Zoller et al. f 1983). Die resultierende Losung wird zur Transformation von £ co/ZStarnm JM101 
benut2t (Zoller et al. f 1983). Die Transformationsmischung wird auf X-Gal(IPTG-!ndikator Agar)Platten 
10 aufgetragen (Zoller et aL, 1983). 40 blaue (Wildtyp) und 650 farblose Plaques werden erhalten. 

(3) Herstellung von M13mp8 Einzelstrang-DNA: 

2 ml E. coii JM101 Kultur, die in L Medium (10 g/Liter Bactotrypton, 5 g/Liter Bacto Hefeextrakt, 5 g/Liter 
NaCI, 5 g/Liter Glucose, 0,1 g/Liter Ampicillin) bis zu einer optischen Dichte (OD623) von etwa 0,5 wuchsen, 

15 werden mit einem farblosen Plaque, der von der Agarplatte entnommen wurde (siehe oben), inokuliert und 
wahrend etwa 4 bis 5 Stunden bei 37° C mit 180 Upm bewegt. Anschiiessend wird die gewachsene Kultur 5 
Minuten in einer Eppendorf Zentrifuge zentrifugiert. Der Ueberstand wird in ein frisches Zentrifugenrdhrchen 
gebracht und erneut zentrifugiert. 200 jil 20 0/0 PEG und 1 ,5 M NaCI werden hinzugefugt und die Mischung wird 
20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und noch einmal zentrifugiert. Der Ueberstand wird verworfen und 

20 das Pellet wird in 100 u.l 50 mM Tris-HCI, pH 7,8, 1 mM EDTA (TE Puffer) aufgeldst. Die Mischung wird mit 50 uJ 
Phenol/TE Puffer vermischt, 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschiiessend 5 Minuten in einer 
Eppendorf Zentrifuge zentrifugiert. 10 \l\ Na-Acetat-Puffer, pH 6, und 250 u.l absoluter Alkohoi werden zu 100 u.l 
Ueberstand gegeben. Die Mischung wird .bei -20° C uber Nacht inkubiert und anschiiessend wie oben 
beschrieben 10 Minuten zentrifugiert. Das Peilet wird mit 1 ml 80 0/0 Ethanol gewaschen und wiederum 

25 zentrifugiert. Das Pellet wird 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und anschiiessend in 50 u.l TE Puffer 
gelost. Die Losung enthait etwa 5 u.g M13mp8 Einzelstrang-DNA. 

(4) Herstellung des Gens, das Eglin C (Arg45) kodiert: 

Es wird ein Verfahren benutzt, das afs "site directed mutagenesis" bekannt ist (Zoller et aL, 1983). Fur die 

30 Mutagenese des Eglin C Gens wird das foigende Nukleotid durch chemische Synthese hergesteilt: 
5'-CT CCT GTT ACT C c G GAG C-3' 

Die mit dem Stern versehene Base unterscheidet sich von der entsprechenden Base im kodierenden Strang 
des Eglin C Gens (ein T) und sorgt letztlich fOr die Mutation von Leu45 zu Arg45. 10 u.l des Oligonukleotids (1 
OD/ml = 500 ng) werden in 20 ul 0,07 M Tris-HCI pH 7,6, 0,01 M MgCl2. 50 mM Dithiothreitol mit y- 32 P ATP und 

35 T4 Polynukleotid-Kinase (Boehringer) gemass des Verfahrens von Maniatis et aL (1982) (S. 125) aktiviert. Das 
aktivierte Oligonukleotid wird in 10 uJ TE Puffer (50 ng/uJ) gelost. 

1 ^g M13mp8 Einzelstrang-DNA und 50 ng des aktivierten Oligonukleotid-Primers werden in 10 uJ 50 mM 
Tris-HCI pH 7,8 und 100 mM MgC!2 30 Minuten bei 45° C und anschiiessend bei Raumtemperatur 5 Minuten zur 
Paarung inkubiert. Je 1 ui 10 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP, 1 u.l T4 DNA-Ligase, 2 u.l 50 mM Dithiothreitol, 1 

40 \x\ 10 mM ATP, 1 u.l Gelatine (5 mg/ml). 1 u.l 10fach konzentrierter Klenow-Puffer (0,66 M Tris-HCI pH 7,6, 50 mM 
MgCl2. 50 mM Dithiothreitol) und 1 pi (2,5 Einheiten) DNA-Polymerase (Ki enow-Fragment) werden 
hinzugefugt. Die Mischung wird 5 Minuten bei 22°C und dann 16 Stunden bei 15°C inkubiert und 
anschiiessend elektrophoretisch in 1 0/0 Agarose aufgetrennt Die resultierende zirkuiare, doppelstrangige 
DNA wird mit Ethidiumbromid angefarbt und durch Eiektroelution aus dem Ge! gelost (etwa 10 ng in 15 u.I TE 

45 Puffer). Mit 5 uJ (etwa 3,5 ng) der auf diese Weise erhaltenen DNA wird E. co//Stamm JM101 transformiert und 
auf X-Gai/IPTG-lndikatorplatten ausgestrichen (siehe oben). Etwa 100 farblose Plaques werden erhalten. 

40 dieser Plaques werden benutzt, urn jeweils 2 ml E coii JM101 Kultur (siehe Abschnitt (3)) zu inokulieren. 
Nach der Kultivierung werden die Ueberstande, die Phagen und Einzelstrang-DNA enthalten, durch 
Zentrifugation von den E. co/AZellen getrennt. Die Zell-Pellets enthalten bereits die entsprechende mutierte 

50 doppelstrangige DNA. Jeweils 50 u.l der 40 Phagenuberstande werden durch Nitrocellulose gefiltert, zweimal 
mit TE Puffer gewaschen, im Vakuum 2 Stunden bei 80°C Inkubiert und gemass Southern (1975) auf das 
Vorhandensein der mutierten DNA-Sequenz gepruft, indem der Oligonukleotid Primer als radioaktive Sonde 
bei der Hybridisierung verwendet wird. 12 Phagenuberstande, die mdglicherwelse das Eglin C (Arg45)-Gen 
enthalten, werden identifiziert. 4 dieser positiven Phagenuberstande werden etwa 1:10 s verdunnt, mit £ coii 

55 JM101 vermischt und auf Indlkator-Agar aufgetragen. Phagen von jeweils 3 der resultierenden Plaques werden 
isoliert. Daraus wird die Einzelstrang-DNA in der oben beschriebenen Weise isoliert. Diese 12 Einzelstrang- 
DNAs werden gemass Sanger (1981 und 1977) sequenziert. Alle 12 Einzelstrang-DNAs enthalten die 
gewunschte mutierte Eglin C-Sequenz. In einer Minipraparation wird dann die entsprechende Doppelstrang- 
DNA (Eglin C (Arg45)-Gen in Plasmid M13mp8) aus den entsprechenden E coii Zell-Pellets prapariert (siehe 

60 oben). Durch Schneiden mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI wird der EcoRI-BamHl-Ein- 
schub, der das mutierte Gen enthalt, aus dem Vektor herausgeschnitten, isoliert und in dem Vektor 
pHRM48/EcoR!/BamHI kioniert (EP 146 785). Das daraus resultierende Plasmid pJPG18 wird isoliert und damit 
E. coii Stamm HB101 transformiert. 
Das 230 Bp EcoRI Fragment, das das mutierte Eglin C (Arg45)-Gen enthalt, wird nochmals aus dem Vektor 

65 pJPG1 8 geschnitten und adaptiert, wie fur das nicht mutierte Eglin C Gen in Abschnitt (1 ) beschrieben. 
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(5) Herstellung des Gens, das Eglin C (Pro44) kodiert: . ^ B ^ nM , A \ 

Die Mutation von Thr44 zu Pro44 wird in einer Weise durchgefOhrt, die analog zu der in Abschnitt (4) 
beschriebenen ist. Das verwendete mutagene Oligonukleotid hat die folgende Struktur: 

5 ' Dte Sitde^Sten?ve?sehene Base unterscheidet sioh von der entsprechenden Base im kodierenden Strang 
des E JS C Gens (ein A) ein sorgt letztlich fur die Mutation von Thr44 zu Pro44. Wenn d.e Mutrtonsm.8Chung 
aSfaea be«et wird. werden 18 mutmassliche Eglin C (Pro44) Mutanten erhalten. Indem d,e Eg.n C (Pro44) 
DNA !n dem VeWor P HRilH8/EcoRI/BamHI kloniert wird. wird das Plasmid pJB591 erhalten und w,e 
beschrieben verwendet. 

Beispiel 4: Ko nstruktion eines vom Ti-P lasmid abgeleiteten Vektors Ualttnr 
Beim Vektor pCIBIO (Rothstein et al- 1987) handelt es sich um einen vom Ti-Plasrmd abgeletfeten Vektor, 
der fur den Transfer chimarer Gene auf Pflanzen via Agrobacterium tumefaciens verwendet werden kann Der 
Vek or leKe sich von dem Plasmid pRK252 ab. das einen weiten Wirtsbereich aufwe.st und das von Dr W. 
Barnes Wash ington University. St. Louis. Mo. bezogen werden kann. Der Vektor enthalt werterhm em Gen. 
we ches 2SSSSl««I-2« in Agrobacterium vermitte.t und das dem Transposon Tn903 stammt. sowie 
Se und rechte T-DNA Grenzsequenzen aus dem Ti-Plasmid P TiT37. Zwischen den Grenzsequenzen 
be^nden sich eine Polylinkerregion aus dem Plasmid P UC18 und ein chimares Gen. welches e.ne 
Kanamycinresistenz in Ptawr ^ ^ ^ We|se dasg das 

rJt"™^*™?^ clem Transposon Tn903 (Oka et al.. 1981) 

22S2K^Sf^ S^Modini^ betrifft den Austausch der einzigen EcoR. SchmttsteHe in 
5Rff fl Man elne BG1II Schnittsteile (siehe Fig. 6. die einen zusammenfassenden Ueberbl.ck uber die oben 
P -h-«n J^fflkationan aibt) Das Plasmid pRK252 wird zunachst mit den Endonucleasen Sail und Smal 
SSSJliSh!^^ der DNA P° lvmerase ' zur ^rstellung glatter 

tSX^TS^^ V^orfragment wird uber eine Agarose-Geie.ektrophorese gereinigt Ala 
nLhstes wK das plasmid P368 mit der Endonuklease BamHI geschnitten und mit dem grosser . Fragment der 
^S^Sh^S^Ou etwa 1050 Bp umfassende Fragment wird dann nach Durchfuhrung e.ner 
^ZSSSlSS^S^B^ Fragment enthalt das Gen aus dem Transposon Tn903, das e.ne 
SS Senz Antibiotikum Kanamycin vermitte.t (Oka et al.. 1981). Plasmid p368 Istbe. der ATCC 

nnter der Xeriequngsnummer 67700 hinterlegt worden. Zur Erzeugung glatter Enden werden be de 
unter der Hl ?»^"8 8 ™^™„ t ft der DN A-Polymerase behandelt. Anschliessend werden be.de 

FraSe^ 

T^Xma^r! des E cofrStamms HB101 und einer Selektion Kanamycinresistenter Kolon.en erhalt man das 
Plasmid P R K2^"**' . H n R K o 52 / Tri 903 wird an seiner einzigen EcoRI Schnittsteile geschnitten und 

wmmmmm 

Expression .«»r Ksn.m,elnr.slstenz In T^^^^J^^' ^^Z ase<im be, Bevar, (1984) 
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Fragment, welches das chimare Neomycinphosphotransferase (NPT) Gen enthalt, wird isoliert und 
anschliessend uber eine Agarosegelelektrophorese gereinigt. Das Fragment wird mit pUC18 Plasmid DNA 
vermischt, die zuvor mit den Endonukieasen EcoRI und Hindlll geschnitten wurde. Nach Inkubation mit T4 
DNA-Ligase wird mit der resultierenden DNA der E. coli Stamm HB101 transformiert. Das entstehende 
5 Plasmid wird als pUC18/neo bezeichnet. Dieses Plasmid enthalt eine unerwunschte BamHI-Schnittstelle 
zwischen dem Neomycinphosphotransferase-Gen und der Terminator-Sequenz des Nopalinsynthase-Gens 
(siehe Bevan, 1984). Urn diese Erkennungssequenz zu entfernen, wird das Plasmid pUC18/neo mit der 
Endonuklease BamHI geschnitten, gefolgt von einer Behandlung mit der grossen Untereinheit der 
DNA-Polymerase zur Erzeugung glatter Enden. Urn das Fragment zu rezirkularisieren, wird es anschliessend 

10 mit T4 DNA-Ligase inkubiert Mit diesem Fragment wird der £. coli Stamm HB101 transformiert Das 
resultierende Plasmid, pUC18/neo(Bam) besitzt keine BamHI-Erkennungssequenz mehr 

In einem weiteren Verfahrensschritt wird die rechte T-DNA Grenzsequenz unmittelbar neben das chimare 
NPT Gen mseriert (Fig. 4). Das Plasmid pBR325/Hind23 enthalt das 3.4 kBp Hindlll-Fragment des Plasmids 
pTiT37. Dieses Fragment besitzt die rechte T-DNA Grenzsequenz (Bevan et aL. 1983). Das Plasmid 

15 pBR325/Hind23 wird mit den Endonukieasen Sacll und Hindlll geschnitten und ein 1.9 kBp umfassendes 
Fragment, welches die rechte Grenzsequenz enthalt, im Anschluss an eine Agarosegelelektrophorese in 
gereinigter Form isoliert. Das Plasmid pUC18/neo(Bam) wird mit den Endonukieasen Sacli und Hindlll 
geschnitten und das 4.0 kBp umfassende Vektorfragment mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese isoliert. 
Die beiden Fragmente werden miteinander vermischt, mit T4 DNA Ligase inkubiert und damit der E. coli 

20 Stamm HB101 transformiert. Das resultierende Plasmid pCIB4 (Fig. 4) enthalt die rechte T-DNA Grenzsequenz 
sowie den in Pflanzen selektierbaren Marker fur Kanamycinresistenz in einem Abkommiing des Plasmids 
pUC18. 

In einem letzten Verfahrensschritt wird in Plasmid konstruiert, das sowohl die linke als auch die rechte 
T-DNA Grenzsequenz und zwischen diesen Grenzsequenzen das in Pflanzen selektierbare Kanamycinresi- 

25 stenzgen und den Polylinker des Plasmids pUC18 enthalt (Fig. 5). Zunachst wird das Plasmid pCIB4 mit der 
Endonuklease Hindlll geschnitten, gefolgt von einer Behandlung mit der grossen Untereinheit der DNA 
Polymerase zur Herstellung glatter Enden sowie einer Fragmentierung mit der Endonuklease EcoRI. Das 2.6 
kBp umfassende Fragment, welches das chimare Kanamycinresistenzgen und die rechte T-DNA 
Grenzsequenz enthalt, wird mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese isoliert. Anschliessend wird das Plasmid 

30 pCIB5 mit der Endonuklease Aatll geschnitten, zur Erzeugung glatter Enden mit T4 DNA-Polymerase 
behandelt und dann mit der Endonuklease EcoRI geschnitten. Das grossere Vektorfragment wird mit Hilfe 
einer Agarosegelelektrophorese gereinigt, mit dem pCIB4-Fragment vermischt und mit T4 DNA-Ligase 
inkubiert. Mit diesem Fragment wird der E. coli Stamm HB101 transformiert. Das resultierende Plasmid pCIB2 
(Fig. 5) ist ein Derivat des Plasmids pBR322, das die gewunschten Sequenzen zwischen den beiden T-DNA 

35 Grenzsequenzen enthalt. 

Die folgenden Schritte komplettieren die Konstruktion des Vektors pCIBIO. Sie sind in Fig. 6 dargestellt. Das 
Plasmid pCIB2 wird mit der Endonuklease EcoRV geschnitten und, wie zuvor beschrieben, mit synthetischen 
Linkern, die eine Bglll Erkennungsstelle besitzen, versehen. Nach Schneiden mit einem Ueberschuss an Bglll 
wird das annahernd 2.6 kBp umfassende Fragment mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese isoliert. Das 

40 zuvor bereits beschrtebene Plasmid pRK252/Tn903/Bglll (Fig. 1) wird mit der Endonuklease Bglll geschnitten 
und anschliessend mit Phosphatase behandelt. urn eine Rezirkularisierung zu verhindern. Diese beiden DNA 
Fragmente werden miteinander vermischt und mit T4 DNA-Ugase inkubiert. Anschliessend wird E coli Stamm 
HB101 transformiert. Das resultierende Plasmid ist der vervollstandigte Vektor pCIBIO. 

45 Beispiel 5: Konstruktion eines chimaren Gens mit dem CaMV 35S Promotor 

A. Konstruktion eines CaMV 35S Promotor-Kassette-PIasmids: 

pCIB710 wird wie in Fig. 7 gezeigt konstruiert. Dieses Plasmid enthalt CaMV Promotor-und Transkription- 
sterminationssequenzen fur das 35S RNA-Transkript (Covey et al M 1981). Ein 1149 Bp Bglll-Restriktionsfrag- 

50 ment der CaMV-DNA (Bp 6494 bis 7643; Hohn et al., 1982) wird von dem Plasmid pLW1 1 1, das am 14. Mai 1986 
bei der American Type Culture Collection unter der Hinteriegungsnummer ATCC 40235 hinterlegt wurde, 
isoliert; alternativ dazu kann das Fragment durch praparative Agarose-Gelelektrophorese direkt isoliert 
werden. Es wird mit BamHI-geschnittener pUC19 Plasmid-DNA vermischt, mit T4 DNA-Ligase behandelt und 
damit £. coil transformiert (Beachte, dass die BamHI-Restriktionsschnittstelle im resultierenden Plasmid 

55 durch Verknupfen der Bglll kohasiven Enden mit den BamHI kohasiven Enden zerstfirt wird). Das resultierende 
Plasmid, genannt pUC19/35S, wird anschliessend in einer Oligonukleotid-vermittelten in vitro Mutagenese 
dazu verwendet, die BamHI-Erkennungssequenz GGATCC direkt im Anschluss an das CaMV Nukieotid 7483 
(gemass der Bezeichnung in Hohn et al., 1982) einzufugen. Das resultierende Plasmid pCIB710 enthalt die 
CaMV 35S Promoter- und Transkriptionsterminationsregion, getrennt durch eine BamHI-Restriktionsschnitt- 

60 steile. In diese BamHI-Schnittstelle eingefugte DNA-Sequenzen werden in Pflanzen durch diese CaMV 
Transkriptions-Regulationssequenzen exprimiert (B achte auch, dass pCIB710 keine ATG Translationsinitia- 
tionskodons zwischen dem Start der Transkription und der BamHI-Schnittstelle enthalt). 
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B. Einfugen der CaMV 35S Promoter/Terminatorkassette in CIB10. 

Di folgenden Schritte sind in Fig. 8 dargestellt. Di pCIBIO- und pCIB710-Plasmid-DNA wird mit EcoRI und 
Sail geschnitten, vermischt und verknupft. Das resultierende Plasmid pCIB10/710 enthalt die CaMV 35S 
Promotor-/Terminatorkassette, eingefugt in den Pflanzentransformationsvektor pCIBIO. Die CaMV 35S-Se- 
quenzen befinden sich zwischen den T-DNA-Grenzsequenzen in pCIBIO und werden so bei Pflanzentransfor- 5 
mationsexperimenten in das pflanzliche Genom eingefugt. 

C. Transfer InAgrobacten'um. 

Fur den Transfer des binaren von pCIBIO abgeleiteten Plasmids von £ co//HB101 auf Agrobacterium wird 
ein intermediarer £ co/AWirt verwendet und zwar der £ co// Stamm S17-1. Dieser £ cofi Stamm, der von 10 
Agrigenetics Research Co., Boulder Co., bezogen werden kann, wird in Simon et al. (1983a) beschrieben. Er 
enthalt Mobilisierungsfunktionen, die einen direkten Transfer des Plasmids pCIBIO auf Agrobacterium via 
einer Konjugation erlauben. Damit kann die Notwendigkett eines direkten Transfers nackter Plasmid DNA in 
Agrobacterium umgangen werden. Zunachst wird pCIBIO Plasmid DNA in mit Kalziumchlorid behandelte 
S17-1 Zeilen eingeschleust. Danach werden Kulturen transformierter S17-1 Zellen mit A. tumefaciens LBA4404 15 
(Ooms et al., 1981) vermischt und auf N Agar (Difco) Platten uber Nacht bei Raumtemperatur gepaart. Von den 
resultierenden Bakterien wird eine Probe entnommen und auf AB Minimalmedium, das 50 p.g/ml Kanamycin 
enthalt, uberimpft (Ditta et al., 1980) und ausplattiert. Die Inkubation erfolgt bei 28° C. Die gewachsenen 
Kolonien werden auf demselben Medium ein zweites Mai und anschliessend ein weiteres Mai auf N 
Agarplatten ausgestrichen. Langsam die BamHI-Erkennungssequenz GGATCC direkt im Anschluss an das 20 
CaMV Nukleotid 7483 (gemass der Bezeichnung in Hohn et al., 1982) einzufugen. Das resultierende Plasmid 
pCIB710 enthalt die CaMV 35S Promotor- und Transkriptionsterminationsregion, getrennt durch eine 
BamHI-Restriktionsschnittsteile. In diese BamHI-Schnittstelle eingefugte DNA-Sequenzen werden in Pflanzen 
durch diese CaMVTranskriptions-Regulationssequenzen exprimiert (Beachte auch, dass pCIB710 keine ATG 
Translationsinitiationskodons zwischen dem Start der Transkriptions und der BamHI-Schnittstelte enthalt). 25 

B. Einfugen der CaVM 35S Promotor/Terminatorkassette in pCIBIO. 

Die folgenden Schritte sind in Fig. 8 dargestellt. Die pCIBIO- und pCIB710-Plasmid-DNA wird mit EcoRI und 
Sail geschnitten, vermischt und verknupft. Das resultierende Plasmid pCIB10/710 enthalt die CaMV 35S 
Promotor/Terminatorkassette, eingefugt in den Pflanzentransformationsvektor pCIBIO. Die CaMV 35S-Se- 30 
quenzen befinden sich zwischen den T-DNA-Grenzsequenzen in pCIBIO und werden so zwei Pflanzentrans- 
formationsexperimenten in das pflanzliche Genom eingefOgt. 

C. Transfer in Agrobacterium, 

Fur den Transfer des binaren von pCIBIO abgeleiteten Plasmids von £ cofi HB101 auf Agrobacterium wird 35 
ein intermediarer £ co/M/Virt verwendet und zwar der £ cofi Stamm S17-1. Dieser £ cofi Stamm, der von 
Agrigenetics Research Co.. Boulder, Co., bezogen werden kann, wird in Simon et al. (1983a) beschrieben. Er 
enthalt Mobilisierungsfunktionen, die einen direkten Transfer des Plasmids pCIBIO auf Agrobacterium via 
einer Konjugation erlauben. Damit kann die Notwendigkeit eines direkten Transfers nackter Plasmid DNA in 
Agrobacterium umgangen werden. Zunachst wird pCIBIO Plasmid DNA in mit Kalziumchlorid behandelte 40 
S17-1 Zellen eingeschleust. Danach werden Kulturen transformierter S17-1 Zellen mit A. tumefaciens LBA4404 
(Ooms et a!. t 1981) vermischt und auf N Agar (Difco) Platten Gber Nacht bei Raumtemperatur gepaart. Von den 
resultierenden Bakterien wird eine Probe entnommen und auf AB Minimalmedium, das 50 ng/ml Kanamycin 
enthalt, uberimpft (Ditta et al., 1980) und ausplattiert. Die Inkubation erfolgt bei 28° C. Die gewaschsenen 
Kolonien werden auf demselben Medium ein zweites Mai und anschliessend ein weiteres Mai auf N 45 
Agarplatten ausgestrichen. Langsam wachsende Kolonien werden auf einem AB Minimalmedium mit 
Kanamycin ausgestrichen und einzelne Kolonien isoliert. Nach diesem Verfahren werden Agrobakterien 
isoliert, die das Plasmid pCIBIO enthalten. 

111. Transformation und Regenerlerung 50 

Beispiel 6: Transformation von Tabak 

Protoplasten von Nicotiana tabacum cv. "Coker 176" werden wie foigt hergestellt: Vier bis funf Wochen alte 
Sprosskulturen werden unter aseptischen Bedingungen in einem MS Medium ohne Hormone bei einer 
Temperatur von 16°C und einer Photoperiode von 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit herangezogen. 55 
Ca. 1 .5 g Blattgewebe werden von der Pflanze entnommen und gleichmasstg auf 8 bis 10 Petrischalen (100 x 
25 mm, Lab-Tek), die Jeweils 10 ml einer Enzymlosung enthalten, verteilt. Die Enzymlosung enthalt 1 o/o 
Cellulase R-10, 0.25 o/o Macerase, von Calbiochem Ca., 1 o/o Pectolyase Y-23, von Seishin Pharmaceuticals 
Co., 0,45 M Mannit und 0,1 x K3 Salze (Nagy und Maiiga, 1976). Die Tabakblatter werden mit Hilfe eines 
Skalpells in dunne Streifen geschnitten. Die Petrischalen werden anschliessend verschlossen und auf einer 60 
Rundschuttelmaschine bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 35 Upm und Raumtemperatur fur einen 
Zeitraum von 4 bis 5 Stunden mit den Enzymen inkubiert. 

Anschliessend wird der Inhalt der Petrischalen durch einen mit einem feinmaschlgen Gewebe (Mull) 
ausgelegten Trichter filtriert und in einem Auffanggefass gesammelt. Das Filtrat wird dann in "Babcock" 
Flaschen pipettiert. die jeweils 35 ml einer Waschlosung enthalten (Die Waschlosung enthalt: 0,45 M 65 
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Beispiel 7: Regenerierung ganzer Baum wollpflanzen ausgehend von Keimblatt-Explantaten 

A '<f a mT 0ll " V ? ietat AcalaSJ2 in einem M«dium, das einen gleichmassigen Kallus induziert 

Samen von Gossyp.um hirsutum (Baumwolle) Varietal Acala SJ2 werden drei Minu en m?t95 % Alkohol 
stenl.s.ert zwaimal mit sterilem Wasser gewaschen, anschliessend fur die DaueTvon 15 Minutenln eSTe 
11 "^^"umhypocWorit-LQsung eingebracht und emeut in sterilem Wasser gewascUn Zu" Hera tellunq 
von Ke.mhngen werden die so sterilisierten Samen fQr eine Zeitraum von etwa 14 Tagen im Dunklin auf e inem 
SMm^~rl2n"» AB ^' M8dte ^ ZUr KeimUnS 9Sbracht Die Keimblatter dieser EX^^e! Tn 
franSrt ^SSS^^**^ Bedin9Un 9 en auf e '" Kal.us-induziere'ndes Medium 

transferiert werden das sich aus den Makro- und Mikrosalzen des Murashige und Skoog Medium (MS) 
zusammensetzt und zusatzlich Thiamin HCI (0.4 mg/Liter). Glucose (30 mg/Liter), NAA (2 mg/Liter) Setih ?l 

SK'T* 08 ?^ 0 ? m ? /Uter) S ° Wie A9ar (0 8 ° /0) entha,t - Die Ku,turen werden bel Swa 3?C mi : linir 
Photopenode von 16 Stunden Llcht/8 Stunden Dunkelheit in einem "Percival" Inkubator inkubtert dTb 

W^hen ^S rfi !?nlt 1" kultiwerten Gewebefragmenten entwickeln sich innerhalb von drei bis vier 
WoS a ff ein Kal.uc Warh^f au :?™° Fart T a aufweise n- ^ gebildeten Kal.i werden all. drei bis vier 
naa%2 ™/i h'» achst "™. s , med ' um ubenmpft, das myo-lnosit (100 mg/Liter), Saccharose (2.0 g/Liter). 
NAA (2 mg/Uter) und Agar enthalt. und dort erneut kultiviert. Vier bis sechs Monate nach dam Transfer de 
KaZs und XP d S e h aUf ^ Medium erfo.gt die Ausbi.dung somlischer Em bryonea £ 

Kallus und die Embryonen werden durch drei- bis vierwSchiges Ueberimpfen auf frisches Kallus-Wachstums- 
medium und erneutes Kultivieren am Leben erhalten. mscnes isauus wacnstums 

Somatische Embryonen, die sich an Gewebestucken entwickeln, werden entweder auf frisches 
Sal^^^ 3Uf dn spezifisches Keimungsmedium for Emi^ 

werdenau^ til ' fT 9 T,? e Pflan2chen . di * *ich aus den somatischen Embryonen entwickeln. 
Ca«fnh^l«f y TmT^ 9 *f 8dlUm transferiert - das al * Zusatz Ammoniumnitrat (15 mg/Liter) sowie 
Caseinhydrolysat (15 mg/Liter) als organische Stickstoffquelle enthalt. Das Medium wird durch ein 

St t bl ." Siert Und dfe P « a "^en warden in Topfe Obertragea D TsomatSch e n 
2 b 7Z * Qt L" S ^ ner il a b V ° n 6tWa drei Monaten zu p «5nzchen. Die Pflanzchen sind mit Erreichen 
llrZn l pS att -t tad ' UmS (d '? G ^ osse der Pflan "n betragt dann zwischen 7,5 und 10 cm) bewurzelt und 

Sato "h! ^hoh?rT^ en -^ K - Ul o ierUn9 erf °' 9t fQr einen Zeitraum von drel bis vier Woche " einem 
pSS£ J ^ L"nfeucht,gke.t. Danach werden die Pflanzchen ins Gewachshaus transferiert. Wenn die 
Pflanzchen abgehartet sind, werden sie In offene, bearbeitete Ackererde ausgepflanzt. 

B. Baumwoll-Varietat Acala S72 in auf die Hllfte verdunntem Kallusinduzierenden Medium. 

55 wir?t ^ T ^ ifd wiedernolt - wobei in di «sem Fall ein halbkonzentriertes MS-Medlum verwendet 
Sm. ?J alle Medienbestandteile in Ihrer angegebenen Konzentration auf die Halfte reduziert sind. Man 
ernalt Im wesentlichen die gleichen Resultate wie bei Verwendung des voll-konzentrierten MS-Mediums. 

C. Verschiedene Baumwoll-Varietaten. 

en ri-2Sl!? A u"c ^ e f C ™« nBn Verfahre nsmassnahmen werden unter Verwendung der Acala Baumwoll-Va- 

FC?oi7 Sth ™ \ Q ff °" f 1644> B2724 ' B1810, der " Picker " Varie,at Siokra u " d der "Stripper Varietal 
FC2017 durchgefuhrt. Alle aufgezahlten Varietaten konnen erfolgreich regeneriert werden. 

ZeJsSspeJsiorllkuUur 3 aumwo,,pflan2en aus 9 e hend von Keimblattexplantaten unter Zwischenschaltung einer 
65 Die in A beschriebenen Verfahrensmassnahmen werden bis zur Herstellung eines Kallus, der zur 
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Ausbiidung somatischer Embryonen befahigt ist. wiederholt. Stucke von 750 mg bis 1000 mg des aktiv 
wachsenden embryogenen Kailus werden in 8 ml Aliquots eines flussigen Suspensionskultur-Mediums, das 
sich aus den Makro- und Mikro-Salzen des MS-Mediums zusammensetzt und daruberhinaus Thiamin HCI (0,4 
mg/Uter), Saccharose (20 g/Liter), myo-lnosit (100 mg/Liter) und NAA (2 mg/Liter) als Zusatz enthalt, in 
Schalen suspendiert und anschiiessend auf einer rotierenden Trommel bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit 
von 1 5 Upm und einem Licht/Dunkel Rhythmus von 16 Stunden/8 Stunden inkubiert Das Licht stammt 
wiederum aus fluoreszierenden Lampen (kaltes Tageslicht) und hat eine Starke zwischen 2000 und 4500 1x. 
Nach vier Wochen wird die Suspensionskultur durch ein Nylonn tz mit einer Maschenweite von 840 u.m fiitriert, 
urn grossere Zellklumpen zu entfernen. Die Fraktion, die nur Partikel mit einer Grosse von unter 840 urn 
umfasst, lasst man absetzen und wascht anschiiessend einmal mit 20 bis 25 ml eines frischen 
Suspensionskultur-Mediums. Diese Zellsuspension wird in Schalen uberfuhrt (2 ml pro Schale) und jede 
Schaie wird mit 6 ml frischem Suspensionskultur-Medium verdunnt. Die Kulturen werden durch Wiederholung 
der oben beschriebenen Verfahrensschritte in Intervallen von 10 bis 12 Tagen am Leben erhalten. Bei jeder 
Wiederholung wird die Suspensionskultur erneut durch das 840 ^m Netz fiitriert und nur diejenige Fraktion, die 
Zellaggregate kleiner als 840 u.m enthalt, wird auf frisches Suspensionskultur-Medium uberfuhrt. In alien Fallen 
wird die Fraktion, die Zellklumpen von mehr als 840 \im aufweist, auf ein Kalius-Wachstumsmedium gegeben, 
urn auf diese Weiss somatische Embryonen zu erhalten. Die somatischen Embryonen, die sich auf dem 
Kalius-Wachstumsmedium entwickeln, werden entfernt und auf ein Keimungsmedium fur Embryonen 
ubertragen Unter Anwendung der in A beschriebenen Versuchsbeschreibung findet zunachst die Keimung 
der Embryonen statt, die sich dann zu Pflanzchen und anschiiessend zu im Freiland wachsenden Pfianzen 
entwickeln. 

E. Alternative zwischengeschaltete Suspensionskultur. 

Die in D beschriebenen Verfahrensschritte werden wiederholt bis darauf, dass in diesem Fall 750 bis 1000 
mg embryogenen Kallusgewebes in eine DeLong Flasche ubertragen werden, die 15 bis 20 ml flussiges 
MS-Medium mit 2 mg/Liter NAA enthalt. Die Flasche mit der Kultur wird auf einer Rundschutteimaschme bei 
einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 100 bis 110 Upm inkubiert. Nach drei Wochen wird die 
Suspensionskultur durch ein Nyionnetz mit einer Maschenweite von 840 u.m fiitriert, urn auf diese Weise die 
qrossen Zellklumpen fur die Entwicklung ganzer Pfianzen zu gewinnen. wie in D beschrieben. Diejenige 
Fraktion die Zellaggregate mit einer Grosse von weniger als 840 u.m aufweist, lasst man zunachst absetzen 
wascht diese anschiiessend einmal in einem flussigen MS-Medium und resuspendiert dann tn 2 ml bis 5 m 
eines flussiqen MS-Medtums. Die Zellsuspension wird erneut kultiviert und zwar durch Uebertragung von 1 ml 
bis 2 ml der Suspension in eine DeLong Flasche, die 15 ml frisches MS-Medium enthalt. Die Kulturen werden 
durch Wiederholen der oben beschriebenen Verfahrensschritte in Intervallen von sieben bis zehn Tagen am 
Leben erhalten Fur jede erneute Kultivierung werden lediglich diejenigen Suspensionen verwendet. die 
Zellaggregate mit einer Grosse von weniger als 840 urn aufweisen. Die grosseren Zellklumpen (840 ^m und 
grosser) werden fur die Entwicklung ganzer Pfianzen verwendet. 

F Herstellung von Pfianzen aus grossen Klumpen von Zellen, die in Suspensionen kultiviert werden. 

' Nach drei- bis viermaliger Wiederholung der Kultivierung unter Anwendung der in D und E beschriebenen 
Versuchsbeschreibungen, werden 1,5 ml bis 2 ml der Zellsuspension von den Schalen bzw. den DeLong 
Flaschen entnommen und auf mit Agar verfestigtes MS-Medium. das 2 mg/Uter NA* ^ n *^ 
und Ting Medium, das 500 mg/Liter Caseinhydrolysat enthalt, ubertragen. Nach dm bis J^^nte 
embryogene Kalli mit sich entwickelnden Embryonen sichtbar. Auch in d.esem Fall werden Zellklumpen mit 
einer Grosse von 840 urn und mehr auf ein Kalius-Wachstumsmedium ubertragen. Aus diesen Zellklumpen 
erhalt man embryogene Klumpen mit sich entwickelnden Embryonen, die letztendhch zu Pfianzen 
heranwachsen. 

Beispiel 8: Transformation von Baumwoll-Suspensionskulturz ellen zu einem Tumor-Phanotyp mit Hilfe von 
Agrobacterium LBA 4434 

A Wachstum der pflanzlichen Suspensionskultur. u .. lim mit 0 

Eine Acala Baumwoll-Suspensionskultur wird in Schalen kultiviert. wobei das Medium (MS-Medium rrnt 2 
g/Liter HM)2 sieben bis z'ehn Tage gewechselt wird. Nach dem Mediumwechsel wird 
90° gedreht und man lasst die Zellen sich absetzen. Vor der Transformation wird der "eberstand m,t H.lfe 
einer Pipette abgehoben und die resultierenden Zellen werden die zuvor beschrieben behandelt. 

B. Beschreibung des Agrobacterium Vektors. ot^e^iri 
Der Agrobacterium Stamm LBA 4434 (Hoekema et al., 1983) enthalt ein binares. auf dem T,-P asm.d 
basierendes Pftanzen-Transformationssystem. In einem solchen bin^ren Transf ormationssystem 
der Plasmide die T-DNA Region des Ti-Plasmids, wahrend das zweite Plasmid die yir-Region des Ti-P asmids 
!S^^!^Sn^ der Pflanze wird durch das Zusammenwirken beider Plasmide Q™£M^m 
A^oblcterium Stamm LBA 4434 enthalt das T-DNA Plasmid pAL1050 die T L Sequenz von pTIAchS, einem 
ScC^ Stamm LBA 4434. P AL4404 enthalt dagegen di ^^^^ 

von pTiAchS (Ooms et al.. 1982). Der Agrobacterium Stamm 4434 kann von Dr. Robert Sch.lperoort, Abte.lung 
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fur Biochemie, Universitat Leiden, Niederlande, bezogen werden. 

C. Kultivierung der Agrobakterien; Wachstumsbedingungen. 

Der transformierende Agrobacterium Stamm wird einer Glycerin-Stammkultur entnommen und kultiviert. 

5 Am nachsten Tag wird aus dieser Uebernachtkultur ein Aliquot entnommen und damit eine 50 ml-Kultur 
angeimpft. Die Agrobakterien werden auf YEB Medium kultiviert, dem Antibiotika angemessen zugefugt 
wurden. Man bestimmt die optische Dichte der 50 ml Uebernachtkultur bei 600 nm, zentrifugiert die Kultur und 
resuspendiert das Pellet in einem Wachstumsmedium fur Pflanzenzeilen (MS-Medium, das 2 mg/ml NAA 
enthalt) bis eine OD600 von 0,5 erreicht ist. 8 ml dieser bakteriellen Suspension wird zu jeder Schale, die die 

10 pflanzlichen Zellen gemass Abschnitt A enthalt, gegeben. 

D. Infektion. 

Die Schalen mit den Pflanzen- und Bakterienzellen werden zunachst geschuttelt, um alle Zelien zu 
resuspendieren, und anschliessend erneut fur einen Zeitraum von 3 Stunden auf einer Schuttelvorrichtung 

15 inkubiert, um den Agrobakterien die Mogiichkeit zu geben, sich an die Pflanzenzeilen anzuheften. Man lasst 
dann die Zellen absetzen und entfernt den restlichen Ueberstand. Anschliessend wird ein Aliquot frisches 
Wachstumsmedium zu den Schalen gegeben und 18 bis 20 weitere Stunden in Gegenwart eventuell noch 
vorhandener Agrobakterien auf einer Schuttelvorrichtung inkubiert Danach lasst man die Zellen erneut 
absetzen, entfernt den Ueberstand und wascht die Zellen zweimal mit einer Losung aus Wachstumsmedium 

20 und Cefotaxim (200 u,g/ml). Nach dem Waschen werden die Zellen aus den einzelnen Schalen in jeweiis 10 ml 
Wachstumsmedium mit Cefotaxim (jeweiis 200 ug/ml) resuspendiert, und jeweiis 1 ml Aliquots davon werden 
auf Petrischalen ausplattiert 

E. Kultivierung des transformierten Gewebes. 

25 Die mit Agrobakterien infizierten Zellen wachsen auf dem Wachstumsmedium, das keine Hormonzusatze 
enthalt, und zeigen dadurch, dass das Gewebe die Wild-Typ Phytohormongene in der T-DNA erhieit. Die 
entsprechenden Zellen entwickeln sich zu Tumoren und bieten damit ein weiteres Indiz fur die erfolgreiche 
Transformation der Kulturen. 

30 Beispiel 9: Transformation von Baumwoll-Suspensionskulturzellen zu einem Kanamycin-resistenten, 
nicht-tumorosen Phanotyp 

Es werden die gleichen Verfahrensmassnahmen, die zuvor in Beispiel 8 beschrieben wurden, angewendet, 
abgesehen davon, dass andere transformierende Agrobacterien verwendet werden und dass das 
Pflanzen-Selektionsmedium ein Antibiotikum fur die Selektionierung transformierter pflanzlicher Gewebe 

35 enthalt. 

A. Kultivierung des pflanzlichen Gewebes. 

Die Kultivierung des pflanzlichen Gewebes erfolgt analog der in Beispiel 8, Abschnitt A angegebenen 
Verfahrensmassnahmen. 

40 

B. Beschreibung des Asfofcactem/m-Vektors. 

Die transformierenden Agrobakterien besitzen des T-DNA-enthaltenden binaren Vektor pCIB10 (Rothstein 
et a!., 1987) sow'te das vir-Plasmid pAL4404. Die T-DNA von pCtBIO enthalt ein chimares Gen, das aus dem 
Promotqr des Nopalinsynthasegens, der kodierenden Region von Tn5 (die das Enzym Neomycinphosphot- 
45 ransferase kodiert) und dem Terminator des Nopalinsynthasegens zusammengesetzt ist. 

C. Kultivierung der Agrobacterien. Wachstumsbedingungen. 

Agrobakterien mit dem Piasmid pC!B10 werden auf YEB Medium mit 50 |Ag/ml Kanamycin kultiviert. Die 
ubrigen Kultivierungsbedingungen entsprechen denjenigen, die in Beispiel 8, Abschnitt C beschrieben sind. 

50 

D. Infektion. 

Die Transformation pflanzlicher Zellen erfolgt gemass den in Beispiel 8 beschriebenen Verfahrensmassnah- 
men. In diesem Fall werden jedoch die aus Abschnitt C resultierenden Aliquots (1 ml) direkt auf mit selektiven 
Antibiotika angereicherten Median ausplattiert. Das Selektionsmedium enthalt entweder Kanamycin (50 
55 u.g/ml) oder G418 (25 u.g/ml). Die Expression des chimaren nos/neo/nos Gens im transformierten pflanzlichen 
Gewebe erlaubt die Selektion dieses Gewebes auf eines der zuvor genannten Antibiotika. 

E. Kultivierung des transformierten Gewebes. 

In diesem und in alien folgenden Beispielen enthalten die Pflanzen-Wachstumsmedien Phytohormone 
60 gemass den in Beispiel 7 gemachten Angaben. 

Nach 2 bis 4 Wochen wird das transform ierte Gewebe auf den Selektionsplatten sichtbar. Nicht-infiziertes 
sowie Kontrollgewebe zeigt keine Anzeichen von Wachstum. Es wird schliesslich braun und stirbt ab. 
Transformlertes Gewebe wachst dagegen auch in Gegenwart von Kanamycin und G418 sehr gut. Zu diesem 
Zeitpunkt werden gut wachsende Gewebestucke auf frisches Selektionsmedium Gberimpft und dort weiter 
65 kultiviert. 
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F. Kultivierung somatischer Embryonen, 

Aus den GewebestGcken bildea sich somatische Embryonen aus. Sie werden auf Trisches Medium 
uberimpft (nicht-selektives Medium). 

5 

G. Keimung. 

Wenn die Embryonen beginnen, auszudifferenzieren und zu keimen, d.h. zu dem Zeitpunkt, da sie mit der 
Bildung von Wurzeln beginnen und 2 bis 3 Blatter aufweisen, werden sie in Behalter mit Wachstumsmedium 
Qbertragen. Die Pflanzchen werden noch bis zum 6 bis 8 Blattstadium weiterkultiviert, bevor sie von dem 
Agar-Medium entfernt werden. 10 

H. Kultivierung der Pflanzchen. 

Die Pflanzchen werden in Topferde gepflanzt und zur Aufrechterhaltung einer hohen Luftfeuchtigkeit mit 
einem Bechergias abgedeckt und in einem Inkubator 4 bis 8 Wochen lang kultivtert. Zu diesem Zeitpunkt wird 
das Bechergias entfernt und die Pflanzen werden ins Gewachshaus gebracht. Die Pflanzen wachsen im 15 
Gewachshaus heran, entwickeln Bluten und bilden schiiesslich Samen. 

Beispiel 10: Transformation von Zellen einer Baumwoll Suspensionskultur zu einem Hygromycin-resistenten, 
nicht-tumorosen Phanotyp 

Sofern im folgenden keine andersfautenden Angaben gemacht werden, erfolgt die Durchfuhrung der 20 
Experiments gemass den Angaben in Beispiel 9. Im Unterschied zu Beispiel 8 werden in diesem Fail andere 
transformierende Agrobakterien verwendet. Daruberhinaus enthalt das Pflanzenselektionsmedium ein 
Antibiotikum, das fur die Selektion von transformiertem pfianzlichen Gewebe geeignet ist. 

A. Kultivierung des pfianzlichen Gewebes. 25 
Die Kultivierung des pfianzlichen Gewebes erfolgt analog der in Beispiel 8, Abschnitt A angegebenen 

Verfahrensmassnahmen. 

B. Beschreibung des Agrobacterium-Vektors. 

Die transformierenden Agrobakterien enthaiten den binaren T-DNA Vektor pdB715 (Rothstein et a!„ 1987) 30 
sowie das vir-Plasmid. Die T-DNA von pCIB715 enthalt ein chimares Gen, das aus dem Promotor und dem 
Terminator des 35S Transkripts von CaMV (Odell et al., 1985) sowie der kodierenden Sequenz fur die 
Hygromycin-B-Phosphotransferase (Gritz und Davtes, 1983) zusammengesetzt ist. 

C. Kultivierung der Agrobakterien. 35 
Die Agrobakterien, welche das Piasmid pCIB715 enthaiten, werden auf YEB Medium, das 50 u.g/ml 

Kanamycin enthalt, kultiviert. 

D. Infektion. 

Die Transformation wird gemass den in Beispiel 8 im Einzelnen ausgefuhrten Verfahrensschritten 40 
durchgefuhrt. In diesem Fall werden jedoch die in Abschnitt (c) resultierenden Aliquots (je 1 ml) direkt auf die 
Medien mit den selektiven Antibiotika ausplattiert. Das Selektionsmedium enthalt 50 \ig/m\ Hygromycin. Die 
Expression des chimaren Hygromycin-Gens in transformiertem pfianzlichen Gewebe erlaubt die Seiektion 
dieses Gewebes auf Hygromycin-haltigen Medien. 

45 

E. Kultivierung des transformierten Gewebes. 

Die Kultivierung erfolgt analog der in Beispiel 9, Abschnitt E beschriebenen Verfahrensmassnahmen, Das in 
dem Pflanzen-Selektionsmedium verwendete Antibiotikum ist in diesem Fall Hygromycin. 

Beispiel 1 1 : Transformation von Pf lanzenzellen durch Beschuss mit Mikroprojektilen 50 

Ein anderes Verfahren, fremde DNA-Sequenzen in Pfianzenzellen einzufuhren, umfasst das Anheften 
besagter DNA an Partikel, die anschliessend den Pfianzenzellen mit Hilfe eines Apparates, wie er von Klein et 
al. (1988) beschrieben wird, eingeschossen werden. Jedes pfianzliche Gewebe Oder pflanzliche Organ kann 
als Ziel dieser Prozedur verwendet werden, einschliessiich, aber nicht darauf beschrankt, Embryonen. apikale 
und andere Meristeme, Knospen, somatische und sexueile Gewebe In vivo und in vitro. Transgene Zellen und 55 
Kallus werden gemass etabllerter Verfahren. die in der Fachwelt bekannt sind, ausgewahlt. Getroffene 
Gewebe werden veranlasst, somatische Embryonen zu bilden Oder Sprosse zu regenerieren. urn transgene 
Pflanzen gemass etablierter, der Fachwelt bekannter Verfahren zu erhalten. Die geeigneten Verfahren konnen 
entsprechend der verwendeten Pflanzenart gewahlt werden. 

Die regenerierte Pflanze kann hinsichtlich der eingebauten fremden DNA chimar setn. Wenn die Zellen, die 60 
die fremde DNA enthaiten, sich entweder in Mikro- oder Makrosporen entwickeln, wird die integrierte fremde 
DNA der sexuellen Nachkommenschaft vererbt werden. Wenn die Zellen, die die fremde DNA enthaiten, 
somatische Zellen der Pflanze sind, werden nichtchimare transgene Pflanzen durch konventionelle Verfahren 
d er vegetativen Vermehrung entweder in vivo, d.h. aus Knospen Oder Stengelabschnitt n, oder in vitro 
gemass etablierter der Fachwelt bekannter Verfahren hergestellt. Solche Verfahren konnen entsprechend der 65 
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verwendeten Pflanzenart gewahlt werden. 

Beispiel 12: Transformation von Pflanzenzellen durch Injektion 
Der Transfer von DNA in Pflanzenzellen wird auch durch Injektion in isolierte Protoplasten, kultivierte Zellen 
5 und Gewebe, wie es von Reich et al. (1986 a und b) beschrieben wird, und durch Injektion in meristematische 
Gewebe von Keimlingen und Pflanzen erreicht, wie von de la Pena et al. (1987), Graves und Goldman (1986), 
Hooykaas-Van Slogteren et al. (1984) und Grimsley et al. (1987 und 1988) beschrieben. Transgene Pflanzen 
und deren Nachkommenschaft werden durch der Fachwelt bekannte Verfahren erhalten. 

10 Beispiel 13: Herstellung eines speziellen Kallustyps von Zea mays, Elite Inzuchtlinie Funk 2717 

Zea mays-Pflanzen der Elite Inzuchtlinie Funk 2717 werden bis zur Blute im Gewachshaus kultiviert und 
selbstbestaubt. Unreife Kolben mit etwa2 bis 2,5 mm langen Embryonen werden von den Pflanzen genommen 
und in 10% Clorox®-L6sung 20 Minuten desinfiziert. Die Embryonen werden steril aus den Maiskdrnern 
entfernt und mit der embryonalen Achse nach unten auf OMS-Medium gelegt, das 0,1 mg/Liter 2,4-D, 6 % 

15 (w/v) Saccharose und 25 mM L-Prolin enthalt und mit 0,24 o/ 0 (w/v) Gelrite® verfestigt ist (Initiationsmedium). 
Nach zweiwochiger Kultivierung im Dunkeln bei 27° C wird der Kallus, der sich am Scutellum gebildet hat, vom 
Embryo entfernt und auf B5-Medium (Gamborg et al., 1968) uberfuhrt, das 0,5 mg/Liter 2,4-D enthalt und zuvor 
mit 0,24% (w/v) Gelrite® verfestigt wird. Der Kallus wird alle 2 Wochen auf frisches Medium ubertragen. 
Insgesamt 8 Wochen, nachdem die Embryonen auf das Initiationsmedium gegeben wurden, kann der 

20 Kallusspezialtyp anhand seiner charakteristischen Morphologie identifiziert werden. Dieser Kallus wird auf 
dem gleichen Medium weiter kultiviert. Nach weiteren 2 Monaten wird der Kallus auf N6-Medium, das 2 
mg/Liter 2,4-D enthalt und durch Zusatz von Gelrite® verfestigt ist, transferiert und periodisch uberimpft. 

Beispiel 14: Herstellung einer Suspensionskultur von Zea /nays-Elite Inzuchtlinie Funk 2717 

25 Der in diesem Beispiel beschrtebene Kallus wird wenigstens 6 Monate weiterkultiviert. Der Kallustyp, der fur 
die Weiterkultivierung ausgewahlt wird, ist vergleichsweise wenig schieimig, ist kornig und sehr krumelig, so 
dass er in kleine einzelne Zellaggregate zerfallt, wenn er in Flussigmedium gegeben wird. Kuituren, die 
Aggregate von stark vakuolisierten Zellen enthalten. werden verworfen. Ungefahr 500 mg Aliquots des oben 
beschriebenen Spezialkallus von Zea mays der Elite-lnzuchtlinie Funk 2717 werden in 30 ml N6-Medium mit 2 

30 mg/Liter 2,4-D in 125 ml Delong-Kolben gegeben. Nach einwochiger Kultivierung bei 26° C im Dunkeln auf 
einer Rundschuttelmaschine (130 Upm, 2,5 cm Dreh-Radius) wird das Medium durch frisches ersetzt. Die 
Suspensionen werden wieder unter gleichen Bedingungen eine weitere Woche kultiviert. Danach werden die 
Kuituren gepruft und diejenigen zuruckbehalten, die eine kleine Zahl grosser, vakuolisierter Zellen zeigen. 
Suspensionskulturen. die Aggregate mit grossen, vakuolisierten Zellen enthalten, werden verworfen. Das 

35 bevorzugte Gewebe besteht aus cytoplasmareichen, sich teilenden Zellaggregaten, die charakteristischerwei- 
se eine glattere Oberflache als der gewohnliche Typ der Zellaggregate aufweisen. Bei den zuruckbehaltenen 
Kuituren sind wenigstens 50 °/o der Zelien in diesen kleinen Aggregaten vorhanden. Dies ist die gewunschte 
Morphologie. Diese Suspensionen besitzen daruberhinaus eine grosse Wachstumsrate mit einer Verdoppe- 
lungszeit von weniger als einer Woche. Die Suspensionskulturen werden wochentlich uberimpft, indem 0,5 ml 

40 PCV (packed ceil volume: Volumen sedimentierender Zellen in einer Pipette) in 25 ml frisches Medium 
gebracht werden. Nach 4 bis 6 Wochen, in denen die Weiterkultivierung in der zuvor beschriebenen Weise 
durchgefuhrt wird, nehmen die Kuituren urn das 2 bis 3fache pro wdchentlicher Ueberimpfung zu. Kuituren, in 
denen mehr als 75 o/o der Zellen die gewunschte Morphologie aufweisen, werden fur die Weiterkultivierung 
verwendet. Die Linien werden aufrechterhalten, indem zum Ueberimpfen immer derjenige Kolben ausgewahlt 

45 wird, dessert Inhalt die beste Morphologie zeigt. In einigen Fallen wird die Dispersion der Kuituren durch 
regelmassige Filtration alle 2 Wochen durch nichtrostende Stahlsiebe mit einer Porengrosse von 630 u,m 
erhoht, ohne dass dieses Vorgehen unbedingt notwendig ist. 

Eine Zea mays Suspensionskultur ist bei der American Type Culture Collection (ATCC) hinterlegt worden, 
Hinterlegungsnummer 40326. Diese Hinterlegung erfolgte gemass dem Budapester Vertrag (Hinteriegungsda- 

50 turn: 20. Mai 1987). 

Beispiel 15: Herstellung von Protoplasten aus Zellkulturen von Zea mays 

1 bis 1 ,5 ml PCV von Zellen der Suspensionskultur, die nach dem vorangehenden Beispiel hergestellt wurde, 
werden in 10 bis 15 ml einer Filter-steriiisierten Losung Inkubiert, die 4% (w/v) Cellulase RS und 1 o/o (w/v) 

55 Rhozyme in KMC-Salzl6sung (8.65 g/Liter KCI, 16,47 g/Liter MgCI 2 .6H 2 0 und 12,5 g/Liter CaCI 2 .2H 2 0, 5 
g/Uter MES pH 5,6) enthalt. Die Reaktion findet bei 30° C wahrend 3 bis 4 Stunden auf einem langsamen 
Schutteltisch statt. Mit einem umgekehrten Mikroskop (Planktonmikroskop) wird die Entstehung der 
Protoplasten verfolgt. Die freigesetzten Protoplasten werden folgendermassen gesammelt: Der Reaktionsan- 
satz wird nacheinander durch Siebe mit 100 \im und 50 \ssr\ Maschenweite filtriert. Die Protoplasten werden mit 

60 dem Volumen, das der ursprunglichen Enzymlosung entspricht, durch die Siebe gespult. 10 ml 
Protoplastensuspension wird in je ein Einweg-Plastikzentrifugenrohrchen gegeben und mit 1 ,5 bis 2 ml einer 
0,6 M Saccharoselosung (gepuffert bei pH 5,6 mit 0,1 o/o (w/v) MES und KOH) unterschichtet. Die Rohrchen 
werden 10 Minuten mit 60 bis 100 x g zentrifugiert und die Protoplasten, die sich in der Zwischenschicht 
anger ichert haben, mit einer Pipette aufgenommen und in ein neues Rohrchen gegeben. Die Protoplasten 

65 werden In 10 ml neu r KMC-Salzlosung resuspendiert und 5 Min. mit 60 bis 100 x g zentrifugiert. Der 
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Ueberstand wird entfernt und anschliess nd verworfen. Die Protoplasten werden vorsichtig in dem 
verbleibenden Tropfen resuspendiert. Anschliessend werden schrittweise 10 ml einer 13/14 konzentrierten 
KMC-Ldsung dazugegeben. Nach erneuter funfminutiger Zentrifugation wird der Ueberstand entfernt und die 
Protoplasten in einer 6/7 konzentrierten KMC-Ldsung erneut resuspendiert. Ein Aliquot wird zum Zahlen 
entnommen, und die Protoplasten werden noch einmal durch Zentrifugieren sedimentiert. Die Protoplasten 5 
werden in soviei KM-8p-Medium oder einer 0,5 M Mannitlosung mit 6 mM MgCfe Oder in jedem beliebigen 
anderen Medium, das fur die nachfolgend in den Beispielen beschrtebene Transformation geeignet ist, 
resuspendiert, dass 10 7 Protoplasten in einem ml enthalten sind. 

Seispiel 16: Transformation von Zea mays-Protoplasten durch Elektroporation 10 

A. Alie Schritte bis auf die Hitzeschockbehandlung werden bei Raumtemperatur (22° bis 28° C) 
durchgefuhrt Die Protoplasten aus dem vorangehenden Beispiel werden in 0,5 M Mannit mit 0,1 o/ 0 ( W / V ) 
MES und 6 mM MgCte resuspendiert. Der Widerstand dieser Suspension wird in der Kammer eines Dialog 
Electroporator® (DIA-LOG, GmbH, D-4000 DGsseldorf 13, Bundesrepublik Deutschland) gemessen und 75 
mit einer 300 mM MgCl2-Ldsung auf 1 bis 1,2 kQ eingestellt. Die Protoplasten werden einer 
Hitzeschockbehandlung unterzogen, indem der Becher mit der Probe 5 Minuten in ein Wasserbad von 

45° C getaucht wird. gefolgt von einem Abkuhien auf Raumtemperatur im Eis. Zu Aliquots von 0,25 mi 
dieser Suspension werden 4 u.g linearisiertes Plasmid, das ein Pflanzen-selektierbares Hygromycin-Resi- 
stenzgen wie es von Rothstein et al. (1987) beschrieben wurde oder chimare Genkonstrukte enthalt, die 20 
in den Beispielen 32, 36, 41 und 46 beschrieben werden, und 20 p.g Kalbsthymus-Carrier DNA 
gegeben. 0,125 ml 24<Vo (w/v) PEG (MW: 8000) in 0,5 M Mannit mit 30 mM MgCl2 werden zu den 
Protoplasten gegeben. Die Mischung wird gut aber vorsichtig vermischt und 10 Minuten inkubiert. Die 
Probe wird in die Kammer des Elektroporators gegeben und dreimal 10 Sekunden mit Anfangsspannun- 
gen von 1500, 1800, 2300 oder 2800 Vcm -1 gepulst, mit einer exponentiellen Abfallzeit von 10 \is. 25 
Die Protoplasten werden wie folgt kultiviert: Die Proben werden bei Raumtemperatur in 6 cm Petrischalen 
gegeben. Nach weiteren 5 bis 15 Minuten werden 3 ml KM-8p-Medium mit 1,2 % (w/v) SeaPlaque® Agarose 
und 1 mg/Liter 2,4-D hinzugefugt. Die Agarose und die Protoplasten werden gut gemischt, dann lasst man das 
Medium gelieren. 

B. Das Verfahren von A wird mit einer oder mehreren der folgenden Modifikationen wiederholt : 30 

(1 ) Der Widerstand der Protoplastenpraparation wird auf 0,5 bis 0,7 kQ eingestellt. 

(2) Bei dem verwendeten PEG handelt es sich urn ein PEG mit einem Molekulargewicht von 4000. 

(3) Kein PEG oder ein halbes Volumen von 12 % (w/v) PEG wird hinzugefugt. 

(4) Es wird in inter/alien von 3 Sekunden gepulst. 

(5) Die Protoplasten werden nach der Elektroporation in Schaien gegeben, die sich auf einer Platte 35 
befinden, welche auf 16°C gekuhlt wird. 

(6) Die Protoplasten werden nach der Elektroporation in Rohrchen gegeben, mit 10 ml einer 6/7 
konzentrierten KMC-L6sung oder W5-L6sung, die 380 mg/Liter KCI; 18,375 g/Liter CaCl2*2H 2 0; 9 
g/Liter NaCI; 9 g/Liter Glucose; pH 6,0 enthalt, gewaschen, durch 10 minutige Zentrifugation bei 60 x 

g sedimentiert, in 0,3 ml KM-Medium resuspendiert und wie in A angegeben ausplattiert. 40 

(7) Keine Kalbsthymus-Carrier-DNA wird hinzugefugt. 

Beispiel 17: Transformation von Zea mays-Protoplasten durch Behandlung mit Polyethylenglykol 

A. Die Protoplasten werden beim letzten Schritt von Beispiel 15 in einer 0,5 M Mannit-Losung mit 12 bis 45 
30 mM MgC!2 resuspendiert. Die Protoplasten werden, wie in Beispiel 16 beschrieben, einem 5 minutigen 
Hitzeschock von 45° C ausgesetzt. Die suspendierten Protoplasten werden fur die Transformation in 
Aliquots von je 0,3 ml in Zentrifugenrohrchen verteilt. Wahrend der nachsten 10 Minuten wird DNA (wie in 
Beispiel 16A und PEG-Ldsung (MG 6000, 40 % (w/v); Ca(N03h 0,1 M; Mannit 0,4 M; pH 8 bis 9 mit KOH) 
hinzugefugt, sodass die Endkonzentratton an PEG 20 <Vo betragt. Die Aliquots werden 30 Minuten unter 50 
gelegentlichem leichten Schutteln inkubiert, die Protoplasten in Petrischalen gegeben (0,3 ml 
ursprungliche Protoplasten-Suspension pro 6 cm Durchmesser-Schale) und kultiviert, wie in Beispiel 16A 
beschrieben. 

B. Das Verfahren von A wird wiederholt. Die Protoplasten werden aber nach 30 Minuten Inkubation in 

der PEG-L6sung gewaschen, indem funfmai in 2 bis 3 Minuten-Abstanden 0,3 ml W5-L6sung hinzugefugt 55 
werden. Die Protoplastensuspension wird anschliessend zentrifugiert und nach Entfernen des 
Ueberstandes kultiviert, wie in Beispiel 16(A) beschrieben. 

C. Die Verfahren von A und B werden wiederholt mit der Modifikation, dass die Endkonzentration von 
PEGzwischen 13 und 25 % (w/v) ist. 

60 

Beispiel 18: Regenerierung von Kallus aus Protoplasten 

Die Platten, die die Protoplasten In Agarose enthalten, werden bei 26° C im Dunkeln gehalten. Nach 14 
Tagen entstehen aus den Protoplasten Kolonien. Agarose mit Kolonien wird auf die Oberfiache einer 
Petrischale mit 9 cm Durchmesser gegeben, die 30 ml N6-Medium enthalt, das 2 mg/Liter 2,4-D, verfestigt mit 
0.24 o/o (w/v) Gelrite® enthalt. Dieses Medium wird als 2N6-Medium bezeichnet. Der Kallus wird weiter im 65 
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Dunkeln bei 26° C kultiviert, KallusstQcke werden aile 2 Wochen auf frisches, festes 2N6-Medium uberimpft. 

Beispiel 19: Seiektion transformierten Kallus von Zea mays 

Beispiel 18 wird wiederholt mit der Modifikation, dass 100 mg/Liter oder 200 mg/Uter Hygromycin B zum 
5 2N6-Medium hinzugefugt wird, urn transformiertes Material selektionieren zu konnen. 

Beispiel 20: Regenerierung von Mais-Pflanzen 

A. Kallus wird auf 2N6-Erhaltungsmedium und auf 0N6 (N6-Medium ohne 2,4-D)- sowie N61 (0,25 
10 mg/Liter 2,4-D und 10 mg/Liter Kinetin)-Medium gegeben, urn die Regenerierung zu initiieren. Kallus, der 

auf 0N6- und N61-Medien wachst, wird im Licht kultiviert (16 Stunden/Tag, 800 bis 8000 Ix, weisse 
fiuoreszierende Lampen). Auf N61 gewachsener Kallus wird nach 2 Wochen auf 0N6-Medium transferiert, 
weil eine langer dauernde Kultivierung auf N61 -Medium schadlich fur den Kallus ist. Der Kallus wird aile 2 
Wochen uberimpft, selbst wenn er wieder auf dieselbe Medium-formulierung ubertragen werden soil. 

15 Pflanzchen erscheinen in etwa 4 bis 8 Wochen. Wenn die Pflanzchen eine Hone von wenigstens 2 cm 

erreicht haben. werden sie auf 0N6-Medium in GA7-Container transferiert. Wurzeln bilden sich in 2 bis 4 
Wochen. Wenn die Wurzeln aussehen, als wenn sie gut Wachstum unterstutzen konnten, werden die 
Pflanzchen in Erde in Torftopfe ubertragen und 4 bis 7 Tage beschattet. Es ist oft hilfreich, den 
ausgepflanzten Pflanzchen zur Abhartung 2 bis 3 Tage einen durchsichtigen Plastiktopf Oberzustulpen. 

20 Wenn die Pflanzen voll entwickelt sind, werden sie wie normale Mais-Pflanzen behandelt und im 

Gewachshaus bis zur Reife kultiviert. Urn Nachkommen zu erhalten, werden die Pflanzen selbstbestaubt 
oder mit Wildtypen gekreuzt. 

B. Das Verfahren von A wird wiederholt mit der Modifikation, dass 100 mg/Liter oder 200 mg/Liter 
Hygromycin B zum Erhaltungsmedium fur den Kallus hinzugefugt wird. 

25 

Beispiel 21 : Herstellung embryogener Suspensionen aus Gewebe von Dactylis glomerata L. (Knauelgras) 

A. Embryogener Kallus wird aus basalen Abschnitten der jungsten Blatter von im Gewachshaus 
gezogenen D. glomerata L. initiiert, wie von Hanning und Conger (1982) beschrieben. Die Blatter werden 

30 durch etwa zehnminutiges Untertauchen in eine 1:10 verdunnte Clorox®-L6sung [eine Losung von 5,25 o/ 0 

(w/v) Natriumhypochlorit; The Clorox Company, Oakland, CA 94623, USA] oberflachensterilisiert und 
anschliessend aseptisch in kleine Abschnitte von 1 bis 5 mm Lange oder Durchmesser geschnitten. 
Diese Abschnitte werden auf steriles SH-30-Medium gelegt, das 0,8 o/ 0 (w/v) Agarose als Gelierungsmit- 
tel enthalt. Kallus und/oder embryogene Strukturen treten innerhalb von 2 bis 6 Wochen nach Aufiegen 

35 wahrend Kultivierung bei etwa 25° C auf. Embryogener Kallus wird durch Ueberimpfen auf frisches 

SH-3-Medium im Abstand von 2 bis 4 Wochen und Kultivierung im Dunkeln bei 25° C aufrechterhalten. 

B. Embryogene Suspensionskulturen werden durch Einbringen von etwa 0,5 g embryogenen Kallus 
(Frischgewicht) in 50 ml Flussigmedium initiiert, das von Gray und Conger (1985) beschrieben ist und 45 
u.M Dicamba und 4 g/Liter Caseinhydrolysat enthalt. Die Suspensionskulturen werden bei 27° C und einer 

40 Photoperiode von 16 Stunden Licht (3300 Ix), 8 Stunden Dunkel auf einer Rundschuttelmaschine bei etwa 

130 Upm in 125 ml Delong-Gefassen, die mit einer Metallkappe und Parafilm® versiegelt sind, kultiviert. 
Nach etwa 4 Wochen lasst man die grossen Klumpen sich etwa 30 Sekunden lang absetzen, und 10 ml 
Aliquots des uberstehenden Mediums, das kleine Zellhaufen enthalt, werden entfernt und in 50 ml 
frisches Medium ubertragen. Dieser Prozess wird aile 3 bis 4 Wochen wiederholt, indem die gelungensten 

45 Kulturen verwendet werden, die durch ihre kleinere Haufengrosse und bessere Qualitat auf Grund des 

Vorhandenseins von kleinen, cytoplasmatischen Zellen bestimmt werden. Nach 5 bis 8 Uebertragungen 
sind die Suspensionen im wesentlichen frei von embryogenen Zellen und die Mehrheit der embryogenen 
Zellhaufen ist ziemlich klein (150 bis 2000 ujn). 

SO Beispiel 22: Isolierung und Reinigung von Dactylis glomerata L. Protoplasten 

Protoplasten werden aus den embryogenen Suspensionskulturen des vorangegangenen Beispiels 
hergestellt, indem die Zellen aseptisch durch eine Nalgene® 0,2 jim Filtereinhelt gefiltert und anschliessend 0,5 
g Zellen (Frischgewicht) zu Je 12.5 ml Protoplasten-Enzymmischung in eine Petrischale gegeben werden. Die 
filtersterilislerte Enzymmischung besteht aus 2 o/o (w/v) Cellulase.RS, 7 mM CaCI 2 • H 2 0, 0.7 mM NaH 2 P04 • 

55 H2O, 3 mM MES (pH 5,6), Glucose (550 mOs/kg H2O von pH 5,6). Die Mischung wird auf einem kreisenden 
Schuttler bei etwa 50 Upm In Dammerlicht ( < 400 Ix) etwa 4 bis 5 Stunden lang bewegt. Alles zusammen wird 
anschliessend durch ein nichtrostendes Stahlsieb (100 urn Maschengrdsse) gesiebt, in 12 ml Zentrifugenrohr- 
chen verteilt und bei etwa 60 bis 100 x g etwa 5 Minuten lang zentrifugiert. Das Protoplasten-enthaltende 
Sediment wird anschliessend dreimal mit Protoplastenkulturmedium KM-8p t das auf 550 mOs/kg H 2 0 mit 

60 Glucose eingesteilt ist, gewaschen. An dieser Stelle kann ein weiterer Schritt zur Reinigung der Protoplasten 
eingeschoben werden. In di sem Fall werden die gewaschen n Protoplasten auf 10 ml KM-8p Kultur medium, 
das auf 700 mOs/kg H2O mit Saccharose eingesteilt ist, geschichtet. Nach der etwa zehnminutigen 
Z ntrifugation bei 60 bis 100 x g werden die Protoplasten, die eine Bande an der Grenzflache bilden, mit Hilfe 
einer feinen Pipette gesammelt. Schliesslich werden die Protoplasten in 1 bis 2 ml KM-8p-Kulturmedium 

65 resuspendiert und durch ein nichtrostendes Maschensieb gesiebt (20 u.m Maschenweite). Die freigesetzten 
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Protoplasten werden gesammelt, gewaschen und zur Kultur in KM-8p-Medium resuspendiert Oder 
osmotlsch eingestellten Medium, das fur die Transformation geeignet ist. 

Seispiel 23: Dactyfis glomerata L. Protoplastenkuitur und Kalluswachstum 

A Die gereinigten Protoplasten werden in einer Dichte von etwa 5 x 10 s Protoplasten/ml in 
KM-8p-Kulturmedium ausplattiert, das 1,3 o/o (w/v) SeaPlaque® Agarose (FMC Corp., Marine Colloids 
Division, Rockland. Maine, USA) und 30 bis 40 o/o (v/v) konditioniertes Medium (erhalten von 3 bis 4 
Wochen alten D. glomerata L. embryogenen Suspensionskulturen, indem das Medium durch ein steriles 
Nalgene® 0,2 urn Filter gefiltert, das Medium durch Hinzufugen von Glucose auf 550 mOs/kg H2O 10 
eingestellt und nochmal sterilflltriert wird) enthalt. Die Platten werden anschliessend im Dunklen bei einer 
konstanten Temperatur von 28° C aufgestelit. Nach 10 bis 14 Tagen wird die Agarose in Keite geschnitten 
und in eine "bead" Kultur. wie sie von Shillito et al. (1983) beschireben wird, gegeben, indem 20 ml SH-45 
Suspensionskulturmedium mit 3 °/o (w/v) Saccharose pro 3 ml ursprunglicher in Agarose eingebetteter 
Kultur verwendet wird. Die Platten werden auf eine Schutteivorrichtung gestellt und mit etwa 50 Upm im 15 
Ucht von 670 Ix geschuttelt. Neue Suspensionskulturen bilden sich, wahrend die Kolonien aus der 
Agarose herauswachsen und Zellen in das Flussigmedium freilassen. Die resultierenden, in der 
Suspension kultivierten Zellen werden auf durch Agar verfestigtes SH-30-Medium ausplattiert und im 
Dunklen aufgestelit bis sich Kallus bildet. 

B. Protoplasten werden wie in A beschrieben kultiviert bis darauf, dass das Kulturmedium kein 20 
konditioniertes Medium enthalt. 

Beispiei 24: Transformation von Dactyiis glomerata L. Protoplasten mit Hilfe der Elektroporation , 

A Sofort nach der Reinigung der Protoplasten wird die EJektroporation gemass Shillito et al. (1985) 25 
durchgefuhrt indem ein linearisiertes Plasmid verwendet wird t wie es im Beispiei 16 beschrieben ist. Die 
Protoplasten' werden nach dem letzten Waschen in einer Dichte von etwa 7 x 10 6 Protoplasten/ml im 
Elektroporationspuffer (0,4 M Mannit, 6 mM MgCI 2 ) resuspendiert. Die Protoplasten werden in Aiiquots 
von 0 7 ml in 10 ml Plastikzentrifugenrohrchen gegeben. Plasmid DNA in einer Endkonzentration von 10 
ua/mi und beschallte Kalbsthymus DNA in einer Konzentration von 50 ug/ml werden zu den Rohrchen 30 
gegeben. Anschliessend werden 0.38 ml PEG-L6sung [24 0/ 0 (w/v) PEG 6000 In 0,4 M Mannit, 30 mM 
MgCI 2 0 1 o/o (w/v) MES (pH 5,6)] hinzugefugt und die Losung leicht gemischt. Die Protoplastensuspen- 
sion wird in die Kammer eines Dialog® Elektroporators uberf uhrt und 1 0 Pulse mit einer Anfangsspannung 
von 3250 Vcnr 1 und einer exponentiellen Abfaiikonstante von 10 u,s werden in 30 s Abstanden gegeben. 
Die Probe wird aus der Kammer entfernt und in eine Petrischaie mit einem Durchmesser von 10 cm 35 
gegeben. 10 ml KM-8p-Medium f das 1,2 o/o (w/v) SeaPlaque® Agarose enthalt, wird hinzugefugt, die 
Protoplasten gieichmassig im gesamten Medium verteilt und die Agarose gelieren lassen. 

B. Beispiei 24 A wird wiederhoit bis darauf, dass die benutzte Anfangsspannung 2500 Vcnr 1 , 3000 
Vcnr 1 , 3500 Vcnr 1 , 4000 Vcnr 1 oder 5000 Venn" 1 ist. t 

C. Beispiels 24 A und B werden wiederhoit, bis darauf, dass ein PEG mit MW 4000 oder em PEG mit MW 
8000 verwendet wird. jt 4 4 . n „ 

D. Die Seispfele 24 A bis C werden wiederhoit. bis darauf, dass die Endkonzentration von PEG 

zwischen 10 o/o und 30 o/o (w/v) Ist. 

Beispiei 25: Transformation von Dactyiis glomerata L Protoplasten durch Be handlung mit Polyethylenglykol 
(PEG) 

A Der von PEG vermittelte direkte Gentransfer wird gemalss Negrutiu et al. (1987) durchgefuhrt. Nach 
dem letzten Waschen werden die Protoplasten In 0,5 M Mannit mit 15 mM MgCI 2 In einer Dichte von 
etwa 2 x 10 6 pro ml resuspendiert. Die Protoplastensuspension wird in 1 mi Aiiquots fn 10 ml 50 
Plastikzentrifugenrohrchen verteilt. Die DNA wird wie in Beispiei 24 oben beschrieben hinzugefugt : und 
anschliessend werden 0,5 ml der PEG-Losung hinzugegeben [40 o/o (w/v) PEG 4000 in 0,4 M Mannit, 0.1 
M CafNOah pH 7.01. Die Losungen werden leicht vermischt und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur 
(etwa 24-C) unter gelegentlichem SchGtteln inkubiert Anschliessend werden 1,4 ml der Waschlosung 
hinzugefugt und der Inhalt des Rdhrchens leicht gemischt Die Waschlosung besteht aus 87 mM Mannit, 
1 15 mM CaCI 2l 27 mM MgCI 2 , 39 mM KCt, 7 mM Tris/HCI und 1 ,7 g/Uter myo-lnoslt pH 9,0 Vler we.tere 
1 4 ml Aiiquots Waschlosung werden in 4 Minuten Abstanden hinzugefugt, mit einer Durchmischung nach 
jeder Zugabe. Das Rohrchen wird anschliessend mit 60 x g etwa 10 Minuten lang jentnfugiert und der 
Ueberstand verworfen. Die sedimentierten Protoplasten werden in 1 ml KM * 8 P* Ku,t 0 u ^ e ^ 
aufgenommen und in eine 10 cm Petrischaie gegeben. 10 ml KM-8p-Medum dass 1.2 <Vb , (w N) 
Sea-Plaque* Agarose enthalt. wird hinzugefugt. Die Protoplasten werden gieichmassig Im Medium 
verteilt und die Agarose gelieren lassen, , 
B. Das Verfahren von A wird mit einer oder mehreren der folgenden Modifikationen wiederhoit. 

( 1 ) Der pH der Waschlosung wird auf 5,6 oder 7,0 eingestellt. 

(2) Das verwendete PEG hat ein Molekulargewicht von 2000, 6000 oder 8000. 
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KOHatfoH I q^ESS,? 6 !l eht ^nl 54 mM NaCI ' 125 mM CaCl2 ' 5 mM KCI - 5 mM Glucose, mit 

Beispiel 27: Selektion transformierter Kolonien 

m T a nL e | ^ni t l P, n tt T I (Pe u tri . schalen ). die die Protoplasten aus den Beispielen 24 bis 26 enthalten werden 
S S^^ und anschliessend in S gleiche SchaibeTSS^ 

q/L ter Case Sidwl^in S ffu S ° heiben W8rden je in 20 ml S"" 45 Kulturmedium mit 4 
mSIT^S?*? ,i9/m ' H y9 rom y cin B Oeteflt. Die funfte Scheibe wird in 20 ml des qleichen 

wll? rJ T ?l H y9 rom V cin B - "lent selektionierte Kontrolle gelegt. Nach 4 bifs Wochen 

nrf 1 B SPenS ' 0nSkU,tUr geZOgen " bis darauf - dass 20 M/ml Hygromycin B im Medium enSen ist 

das 4 Xr Evl", We I den , a o e . 1 W f 3 W ° Chen neues Med ' um Qberim P«- inder S HTMe d ?um 
q a |Llnci« Casemhydrolysat und 20 ug/ml Hygromycin B enthalt. verwendet wird Zellen zus diesen 

frLhlT f? ^ ounKeln Hikubiert. Kalli. die aus den ausplattierten Zellen wachsen. werden alle 2 Wochen in 

sssssrr 6 "' die in Gesenwart von Hy9ro ^ ,n b « "Tss; 

Pi^£T2^ 27 (A) beschrieben durchgefQhrt, bis darauf, dass die von den 

SH 3 iiXZJ ? Za,lk °' onien ' d «e in Hygromycin B enthaltendem Medium wachsen auf 
Sert wSn 9 P ' 6 20 * 3/ml Hy9rom y cin B enthalte ". 0-Qt ^d bel etwa 25»C im Dunkfen 

Beispiel 28: Regenerieruno von transformierten Dactylis glomerata L. Pflanzen 

wird a^'fSm ?H 3 5 a ( II I U p S dSl h n lten ^ 27 beschr,eben > rf er von Protoplasten abgeleitet ist, 

Zrd 3 n Pn«lrn. ^ 9620960 Und alle 2 Wochen Oberimptt. Alle Embryonen, die sich bilden 

W Die KeJmuni ri^lT K Keimun 9 s ™f d ium ausplattiert (SH-O) und ins Llcht gebracht (3700 bis 4600 
SsH 5 iTS™ mT 5" erf0l9t 1 WS 4 Wochen und die resultierenden Pflanzchen werden 

,m L' ct ?t aebracht. urn Wurzelsysteme zu bilden. Sie werden Im 6- bis 12-Blatt-Stadium 
ins Gewachshaus gebracht und schrittweise abgehartet oiaaium 

SH B o^llHh,i er H alten ^ e oJ n „, Beispiel 27 beschrieb enj. der von Protoplasten abgeleitet ist, wird auf 
2£?2££ -k 33 m 'l 0,2 , 4 '° (W/V) G6,RiteS verfestigt ,st - im L,cht ( 37n 0 b * 4600lx) gezogen und alle 
3S m2Z nl nm ^ ?- fe resultierenden Pflanzchen werden auf eine 1:1 Mischung von SH £ und 
OMS-Med um gebracht, die mit einer Kombinatlon von 0,12 o/ 0 ( w /v) GelRite® und 0 4 0/ 0 fw/v) Aaar 

SEES?" und be, * uohtet - um Wurzelsysteme zu bilden. Sie werden im 6- bis 12 Blat -sSnVins 
Gewachshaus gebracht und schrittweise abgehartet. 

0 aitoltZ P J lanzcben r. rd6n erhalt6n Wie in A und B beschrieben. auf OMS-Medlum gebracht. das mit 
SStaizSSSSSSf r be,auChtet ' damit s,ch Wurze«systeme entwickeln konnen. Sie werden 

n 1 . a - B S* l - 8tadlum ins Gewachshaus gebracht und schrittweise abgehartet. 
OMsSlSf. Pflan * e " w . erd en wie In A beschrieben erhalten. auf eine 1:1 Mischung von SH-0 und 
und h^^hT:/^^ 9t m ! t 6,ner Kombination v ™ 0.12 "A (w/v) GelRite® und 0.4 <* (w/v) Agar, gelegt 

Beispiel 29: Transformatio n und Reqenerierung von Tomaten 

8a^£r!S l 2^fT? i S! 1 " ert " n ^ T efaCie " S transfo ™'ert (Nelson et al., 1988). das einen in Pflanzen 
Protease InhTblte 3 ^^^^ und das cnlmare Gen enthalt - das d en interessierenden 

Mccormick^? al. (1986) B,attSche,bentransformatlon vo " Tomaten mit A. tumefaciens erfolgt gemass 

Beispiel 30: Transformati on und Reqenerierung von Kartoffeln 

Pflan^oi^T^" m " ma , nu P ulierte n A. tumefaciens transformlert (Stockhaus et al.. 1987), das einen in 
£0?^ Kanamycin-Reslstenz, und das chlmare Gen. das den Jeressierenden 
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IV. Ergebnlss 

Beispiel 31 : Bioassay transformierter Baumwolle 

Eier von Heiiothis virescens werden vom Tobacco Insect Control Laboratory at North Carolina State 5 
University* Raleigh, North Carolina* bezogen. Die Eier befinden sich auf einer Mullenterlage, die in grosse 
abgedeckte Becherglaser uberfuhrt wird. Das Becherglas ist mit feuchtem Filterpapier ausgekleidet, urn eine 
gleichbleibende Feuchtigkeit zu garantieren. Die Inkubation der Heliothis-Eier erfolgt bei einer Temperatur von 
29° C. Unter diesen Bedingungen schlupfen die Larven innerhalb von drei Tagen. Nach dem Schlupfen werden 
die Larven sobald wie moglich in kleine abgedeckte Plastikbehalter uberfuhrt (1 Larve/Behalter), die jeweils 10 
eine Baumwollblattscheibe enthalten. Die Uebertragung der Larven erfolgt mit Hilfe eines feinborstigen 
Pinsels. 

Die Blattscheiben. die einen Durchmesser von einem Zentimeter aufweisen, werden zuvor aus den Blattern 
von Baumwollpflanzen ausgestanzt und in dem Plastikbehalter auf ein rundes angefeuchtetes Filterpapier 
aufgebracht. Von jeder Pflanze werden mindestens 6 bis 10 Blattscheiben, die sowohl von jungen als auch von 15 
alten Blattern stammen, getestet. Die Blattscheiben werden in 2 Tagestntervallen Oder aber in Abhangigkeit 
von der Nahrungsaufnahme nach Bedarf ersetzt. Die Wachstumsraten (die Grosse Oder das Gesamtgewicht 
aller innerhalb einer Versuchsgruppe befindlichen Larven) sowie die Sterblichkeitsrate der Larven, die sich von 
Blattern transformierter Pflanzen ernahren, werden mit denjenigen der Kontrolltiere, die sich von 
nichttransformterten Baumwollblattern ernahren, verglichen. 20 

Larven, die sich von Blattscheiben ernahren, die von Baumwollpflanzen stammen, die mit dem 
Protease-inhibitor-Gen transformiert sind, zeigen eine stark verminderte Wachstumsrate sowie eine urn 
100% erhohte Sterblichkeit im Vergleich mit den Kontrollen. 

Beispiel 32: Mais, der durch die Expression von Huhnereiweiss-Cystatin resistent gegen Schaden durch 25 
Diabrotica ist 

A. Konstruktion des pCIB715/710-Cystatin-Vektors. 

Das Cystatin-Gen wird wie in Beispiel 3 C beschrieben synthetisiert. Die 363 Bp DNA-Sequenz wird 
gereinigt und in die BamHI-Schnittstelle des pCIB710-Vektors wie in Beispiel 5 beschrieben eingefugt. Der 30 
resultierende Vektor wird als pCIB710-Cystatin bezeichnet. Dieser Vektor wird mit EcoRI geschnitten und die 
resultierende DNA mit alkalischer Phosphatase behandelt. Plasmid pCIB715 (Rothstein et al., 1987) wird mit 
EcoRI geschnitten und mit pCIB710-Cystatin von oben verknupft. Der resultierende Vektor wird 
pCIB715/710-Cystatin genannt. 

35 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. 

Maisgewebe wird mit dem pCIB710 Vektor oder vorzugsweise dem pCIB715/710 Vektor, der den Cystatin 
Geneinscub tragt, transformiert und Pflanzen werden wie in den Beispielen 16 bis 20 beschrieben regeneriert. 
Zur Kontrolle werden Pflanzen, die nur mit dem pCIB710 Vektor oder dem pC!B715 Vektor ohne Geneinschub 
transformiert sind, auf dieseibe Weise hergestellt. Transformiertes Pflanzengewebe wird durch Empfindlich- 40 
keit gegenuber dem entsprechenden Antibiotikum selektioniert. Die Ausgangs pflanzen werden selbstbe- 
fruchtet und man erhalt Samen (T1 Samen). 

C. Test von Pflanzen auf Cystatin-Expression. 

Pflanzen, die aus den T1 Samen gewachsen sind. werden auf das Vorhandensein und die Expression des 45 
Cystatin-Gens hin untersucht, indem verschiedene Tests angewendet werden. 

(1) DNA wird isoliert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5 0/o 
Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen 
und mit dem Cystatin-Gen, das mit 32 P durch nick-Translation marktert ist, hybridisiert [siehe Maniatis et 

al. (1982) wegen der Techniken]. Die Anwesenheit des Cystatin-Gens wird durch eine Bande ausfindig 50 
gemacht, die etwa 363 Basenpaaren entspricht und mit der Probe hybridisiert. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren (Maniatis et al., 1982) als eine Bande ausfindig 
gemacht, die etwa 380 Basen entspricht, und mit dem 32 P-Cystatin-Gen hybridisiert, das oben 
beschrieben 1st. 

(3) Cystatin-Proteln wird mit immunologischen Standardtechniken mit einem monoklonalen Kaninchen 55 
Antikorper ausfindig gemacht, der gegen kommerzteil (Sigma) erhaltliches Cystatin produziert wurde. 

(4) Cystatin-Aktivitat wird dadurch ausfindig gemacht, dass Material aus den Pflanzenextrakten mit 
Immunologischen Methoden gereinigt wird. Indem der polyklonale Anti-Cystatin-Antikorper aus 
Kaninchen und Protein A Sepharose verwendet und das isolierte Material auf die Fahigkelt getestet wird, 

die Proteolyse von 14 C-BSA durch Papain und durch Darmhomogenate von Diabrotica wie in Beispiel 1 60 
beschrieben zu hemmen. 

D. Resistenze von transformierten Maispflanzen gegen Schaden durch Diabrotica. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimlinge werden in grobem Vermikulit In 100 mm Petrischaien (5 pro Schale, 5 
Schalen) gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird ]ede Schale mit 20 65 
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Diabrotica-Larven im zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl, das Gewicht der 
Ueb rlebenden und das Gewicht der gewaschenen Wurzeln der Maispflanze b stimmt. Die Resistenz der 
transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p <0,05) Erniedrigung der 
Gewichtszunahme der Larven, Erniedrigung der Ueberlebensrate der Larven Oder in der Erniedrigung im 
5 Veriust des Wurzelgewichts, verglichen mit Insekten-freien Pflanzen bestimmt, indem Pflanzen, die das 
Cystatin-Gen exprimieren, mit Kontrollpflanzen die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, 
Oder mit nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 33: Kartoffeln und Tomaten, die durch die Expression von Cystatin resistent gegen Schaden durch 
10 Leptinotarsa decem/ineata (Kartoffelkafer) sind 

A. Konstruktion des pCIBIO-Cystatin Vektors. 

Das Cystatin-Gen wird synthetisiert und wie in Beispiel 32A beschrieben mit dem Vektor pCIB710 verknupft. 
Das Cystatin-Gen und der 35S CaMV-Promotor werden weiterhin aus dem pCIB710 Vektor heraus, in den 
15 pCIBIO Vektor hineinkloniert. Dazu wird pCIB710 mit Xbal und EcoRI geschnitten, das 1593 Bp Fragment 
isoliert und dieses Fragment mit Xbai und EcoRI geschnittenem pCIBIO verknupft, urn den pCIBIO-Cystatin 
Vektor zu erhalten. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

20 Der pCIBIO-Cystatin Vektor oder vorzugsweise der pCIB715/710-Cystatin Vektor wird in A tumefaciens, 
das ein Virulenzplasmid wie LBA 4404 (Beispiel 5) Oder pCtB542 tragt, eingefuhrt. pCiB542 ist ein 
manipuliertes A. tumefaciens yjr-Plasmid, das von pTiBo542 (Hood et al., 1986) abgeleitet ist. Bei pCIB542 ist 
das bakterielle Kanamycin-Resistenzgen ersetzt durch ein bakterielles Streptomycin/Spectinomycin-Resi- 
stenzgen. Der Stamm, der sowohi pCIB710-Cystatin oder pCIB715/710 Cystatin als auch pCIB542 tragt, wird 

25 verwendet, urn transformierte Tomatenpflanzen gemass dem Verfahren von Fischhoff et al. (1987) oder wie in 
Beispiel 29 zu machen. 

Kartoffelpflanzen, die pCIBIO-Cystatin oder pCIB715/710 Cystatin enthalten, werden nach dem Verfahren 
von Stockhaus et al. (1987), Beispiel 30, erhalten. 

30 C. Test von Pflanzen auf Cystatin-Expression. 

Tests der Transformanten auf Cystatin-Expression werden wie oben fur Mais beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch L decem/ineata. 

10 vier Wochen alte Pflanzen werden je mit 5 Larven von L decem/ineata im 2. Hautungsstadium infiziert. 

35 Man lasst die Larven 4 Tage lang fressen und bestimmt dann die Insekten-Mortalitat, die Gewichtszunahme 
der Insektion und das Ausmass des den Pflanzen zugefugten Schadens. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's t Test p <0,05) Abnahme in der Gewichtszunahme 
sowie Ueberlebensrate der Larven oder einer Abnahme des Pflanzenschadens ermittelt, indem Pflanzen, die 
das Cystatin-Gen exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert 

40 sind, oder mit nichttransforrnierten Pflanzen, verglichen werden. 

Beispiel 34: Knauelgras (Dactyfis g/omerata), das durch die Expression von Cystatin resistent gegen Schaden 
durch Co/eoptera (Kafer) ist 

45 A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB710 Cystatin und pCIB715/710 Cystatin werden hergestellt wie in Beispiel 32A beschrieben. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 24 und 28 beschrieben erhalten, Indem pCIB710 
50 Cystatin und pCIB715/710 Cystatin verwendet werden. 

C. Test der Pflanzen auf Cystatin-Expression. 

Tests der Transformanten auf Cystatin-Expression werden wie in Beispiel 32C beschrieben durchgefuhrt. 

55 D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Diabrotica undecimpunctata. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimlinge werden in feine Erde In 100 mm Petrischalen (10/Schale. 5 Schalen) 
gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 D/abrot/ca-Larven im 
zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl und das Gewicht der Ueberlebenden 
bestimmt, zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Wurzeln der Pflanze. Die Resistenz der 

60 transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's t Test p<0,05) Erniedrigung der 
Gewichtszunahme der Larven, Erniedrigung der Ueberlebensrate der Larven oder Erniedrigung Im Veriust des 
Wurzelgewichts, verglichen mit Insekten-freien Pflanzen, ermittelt, indem Pflanzen, die das Cystatin-Gen 
exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit 
nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 

65 
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Beispiel 35: Baumwolie. die durch Expression von C ystatin resistent qeqen Schaden durch Anthonomus 
arandis (Amerikanischer Baumwoilkapselkafer) 1st 

PCB10 Cystatin werden wie In den Beispie.en 32A und 33A beschrieben 

hergestellt. 

B Transformation und Regenerierung von Pflanzen. „nn 
TnSXerte Pflanzen werden wie in den Beispielen 7 bis 10 we beschneben erhalten. .ndem pCIB 
715/710 Cystatin oder pCIBIO Cystatin in Agrobacterium verwendet werden. 

& T™ £ ^SSS^S^S^S^ * U. B*isp*l 32C beacon <.u,ch„.o„ n . 

10 transiormierre r .. ■* r „ ie Z Der den Pflanzen zugefugte Schaden wird nach einer Woche 

£S Scnad- 2«h Larven, die Zah. djrLjjn und 

5 Tlirh. nro Pflanze werden in wochentlichen Abstanden 4 Wochen lang gemessen. Die Resistenz der 
fr-nSZSe^pSSS w'd dSrch^e statistisch signifikante (Student's t Test p<0.05) Erniedrigung der 
transformierten Rlanzen w.m Ueberlebensrate der Larven oder Erniedrigung .m Verlust des 

"wST^X ^oW™™- die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transform* sind, pdar m,t 
nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 25 
Beisoie! 36: Mais, der durch Expression des Soiabohnen K unitz Trypsin-lnhibitors resistent gegen Schaden 
durch Lepidoptera (Schmetterlinge) Larven _jst 



10 



15 



20 



^^S^ZSS^^Sl^^ dutch da, Vertahren «n HoK-nan e, a!. (1984, erha,.,. » 

Vektor wird als pCIB710-KT1 bezeichnet. 4Q 
B. Transformation und Regenerierung von Mais. n riR7i 5/710 Vektor der den Soja 

werden selbstbestaubt und Samen (T1 Samen) wird erhalten. 

Kunitz Trypsin-lnhibitor nach Reinigung durch Reverse Phase-HPLC uber eine vyoac 
•"wSTSlSSt des Kunttz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird bestimmt. .ndem mit immunolo- 
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gischen Verfahren Material aus Pflanzenextrakten mit Hilfe d s polyklonalen Anti-Sojabohnen-Kunitz 
Trypsin-lnhibitor-Antikorpers aus Kaninchen und Protein A Sepharose gereinigt und anschliessend das 
isolierte Materia! auf die Fahigkeit getestet wird, die Proteoiyse von 14 C-BSA durch Trypsin zu hemmen, 
indem der in Beispiei 1 beschriebene Test benutzt wird. 

5 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegenuber Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

T1 Samen werden gekeimt und Blattstucke, die von Keimlingen im 4-Blattstadium gewonnen werden, an 
frischgeschlupfte Larven von Ostrinia nubiialis Oder Hefiothis zea verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden 
in einzelne Futterungstopfe mit einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt. 50 insektion werden pro Gruppe getestet. 

10 Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das Insektenuberleben und die Menge gefressener Blatter 
bestimmt. Die Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t 
Test p<0,05) Abfall im Insektenuberleben, im Insektengewicht oder in der Menge der gefressenen Blatter 
bestimmt, indem Blatter von Pflanzen, die das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen exprimieren, mit 
denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert wurden, oder mit denen von 

15 nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiei 37: Baumwolle, die durch Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen resistent gegen 
Schaden durch Lepid op teren larven ist 

20 A. Konstruktion des pCIB10-KTI Vektors. 

Das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen wird zusammen mit dem 35S CaMV Promotor aus 
pCiB710-KTl (Beispiei 36A) entfernt, indem geeignete Restriktonsenzyme verwendet werden, und mit pCIBIO 
verknupft. Dieser Vektor wird als pCIB10-KT! bezeichnet. 

25 B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 7 bis 10 beschrieben erhalten, indem pCIB10-KTI oder 
pCIB715/710 KTI (Beispiei 36A) in Agrobacterium verwendet werden. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. 

30 Tests von Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen werden wie in 
Beispiei 36G beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis 
35 virescens, H. zea oder Pectinophora gossypiella verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne 
Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen 
werden das Insektengewicht. das Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die 
Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) 
Abfall im Larvengewicht, Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die 
40 Blatter von Pflanzen, In denen das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen exprimiert wird, mit denen von 
Kontrollpflanzen. die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von 
nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiei ,38 : Tomaten, die durch die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen resistent gegen 
45 Schaden durch Lepidopteren-Larven sind 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB715/710-KTI und pCIB10-KTl werden wie in den Beispielen 36A und 37A beschrieben hergestellt. 

50 B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiei 33B beschrieben hergestellt, indem der pCIB10-KTi Vektor 
oder der pCIB715/710-KTI Vektor verwendet wird. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. 

55 Der Test der Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird wie in 
Beispiei 36C beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz yon transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis zea oder 
60 Manduca sexta verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit inem 1 cm 2 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen wird das Insektengewicht, das 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) Abfall im Larvengewicht, 
Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen, In denen 
65 das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 



36 



EP 0 348 348 A2 



Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen vergfichen werden, 

Beispiel 39 : Tabak, der durch die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen resist nt gegen 
Schaden durch Lepidopteren-Larven ist 

5 

A. Konstruktion des Vektors. 

Der pCIB10-KTI Vektor wird wie in Beispiel 37A beschri ben hergestellt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 6 beschrieben hergestellt, indem der pCIB10-KTI Vektor w 
oder der pCIB715/710-KTI Vektor (Beispiel 36A) in Agrobacterium verwendet wird. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. 

Der Test der Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird wie in 
Beispiel 36C beschrieben durchgefuhrt. /5 

(D) Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte He/iothiszea oder 
Manduca sexta verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher rnit einem 1 cm 2 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das 20 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p < 0,05) Abfall im Larvengewicht, 
Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt. indem die Blatter von Pflanzen, [n denen 
das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 25 

Beispiel 40: Knauelgras {Dactyfis gfomerata), das durch die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus 
Sojabohnen resistent gegen Schaden durch Lepidopteren Larven ist 

A. Konstruktion des Vektors. 30 
pCIB710-KTI und pCIB715/710-KTI werden wie in Beispiel 36A beschrieben hergestellt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 24 bis 28 beschrieben erhaiten, indem pCIB710-KTI 
und pCIB715/710-KTI verwendet werden, 35 

C. Test von Pflanzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. 

Der Test von Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird wie in 
Beispiel 36C beschrieben durchgefuhrt. 

40 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

Aus T1 Samen erhattene Keimlinge werden in feine Erde in 100 mm Petrischaien (10 pro Schale, 5 Schalen) 
gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 Larven von Crambus 
caliginosallus im 2. Hautungsstadium infiziert Nach 7 Tagen werden die Anzahl und das Gewicht der 
Ueberiebenden zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Graswurzeln bestimmt. Die Resistenz 45 
transformierter Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p < 0.05) Abfall in der 
larvalen Gewichtszunahme, Abfall In der larvalen Ueberlebensrate oder in einem Abfall Im Verlust von 
Wurzelgewicht bestimmt, relativ zu Insekten-freien Pflanzen, Indem die Pflanzen, die das Kunitz 
Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind, oder mit nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 50 

Beispiel 41: Mais, der durch die Expression von ai -Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 
Lepidopterenlarven 1st 

(A) Konstruktion des pCIB715/710-AATI Vektors. 55 

Die DNA-Sequenzen, die ai -Antitrypsin kodieren, werden gemass dem Verfahren von Rosenberg et al. 
(1984) erhaiten. FQr die Insertion In die BamHI-Schnittsteile im pCIB710 Vektor wird das DNA-Fragment mit 
geelgneten Enzymen geschnitten und die Oligonukieotide. die notig sind, um kompatible Enden zu schaffen, 
werden mit pCIB710, das mit BamHI geschnitten wurde, verknupft, Indem das oben beschriebene Verfahren 
angewendet wird. Der resultierende Vektor wird pCIB710-AATI genannt. Oieser Vektor wird mit EcoRI 60 
geschnitten und die resultierende DNA wird mit alkalischer Phosphatase behandelt. Plas mid pCtB715 
(Rothsteln et al., 1987) wird mit EcoRI geschnitten und mit dem oben beschriebenen pCIB710-AATI verknOpft. 
Der resultierende Vektor wird pCIB715/710-AATl benannt. 

65 
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(B) Transformation und Regenerierung von Mais. 

Maisgewebe wird mit dem pC!B710 Vektor oder bevorzugt mit dem pdB715/710 Vektor, der den 
cti-Antitrypsin-Geneinschub enthalt, transformiert und Pflanzen werden wie in den Beispielen 16 bis 20 
beschrieben regeneriert. Zur Kontroiie werden Pflanzen auf dieselbe Weise hergestellt, jedoch mit dem 
5 pC!B710 Vektor oder dem pCIB715 Vektor ohne Geneinschub. Transformiertes Pflanzengewebe wird auf 
Grund der EmpftndHchkeit gegenuber dem entsprech nden Antibiotikum s iektioniert. Die Anfangspflanzen 
werden selbstbestaubt und Samen (T1 Samen) wird erhaiten. 

(C) Test von Pflanzen auf ai-Antitrypsin-Expression. 

10 Pflanzen, die aus T1 Samen gezogen worden sind, werden auf das Vorhandensein und die Expression des 
cm -Antitrypsin-Gens analysiert, indem die folgenden Testverfahren angewendet werden. 

(1) DNA wird isotiert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5% 
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen 
und mit dem ai-Antitrypsin-Gen hybridisiert, das durch nick-Translation mit 32 P markiert ist. Das 

15 Vorhandensein des ai -Antitrypsin-Gens wird durch eine Bande, die etwa 1200 Bp entspricht und mit der 

Probe hybridisiert, ausfindig gemacht. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren als eine Bande ausfindig gemacht, die etwa 1200 
Basen entspricht und mit dem 32 P-ai-Antitrypsin-Gen hybridisiert das oben beschrieben ist. 

(3) cci-Antitrypsin-Protein wird mit Hilfe immunologischer Standardtests durch einen polyklonaien 
20 Antikorper aus Kaninchen nachgewiesen, der gegen kommerziell (Sigma) erhaltliches en -Antitrypsin 

produziertwurde. 

(4) Die Aktivitat von a 1 -Antitrypsin wird bestimmt, indem mit immunologischen Verfahren Material aus 
Pflanzenextrakten mit Hilfe des polyklonaien Anti-cti -Antitrypsins aus Kaninchen und Protein A 
Sepharose gereinigt und das isolierte Material auf die Fahigkeit getestet wird, die Proteolyse von 

25 1 4 C-BS A durch Trypsin zu hemmen, indem der oben beschriebene Test benutzt wird. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegenuber Schaden durch Lepidopteren -Larven. 

T1 Samen werden gekeimt und Blattstucke, die von Keimlingen im 4-B!attstadium gewonnen werden, 
werden an frischgeschlupfte Larven von Ostrlnia nubilalis oder Heliothis zea verfuttert. Frischgeschlupfte 

30 Larven werden in einzelne Futterungstopfe mit einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt 50 Insekten werden pro 
Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das Insektenuberieben und die Menge 
gefressener Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch 
signifikanten (Student's t Test p <0,05) Abfall im Insektenuberieben, Insektengewicht oder Menge der 
gefressenen Blatter bestimmt, indem Blatter von Pflanzen, die das ai-Antitrypsin-Gen exprimieren, mit denen 

35 von Kontroilpfianzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert wurden, oder mit denen von 
nichttransformierten Pflanzen, verglichen werden. 

Beispiel 42: Baumwolle, die durch Expression von ai -Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 
Lepidopterenlarven ist 

40 

A. Konstruktion des pC!B10-AATI Vektors. 

Das ai-Antitrypsin-Gen wird zusammen mit dem 35S CaMV Promoter aus pCIB710-AATI (Beispiel 41A) 
entfernt, indem geeignete Restriktionsenzyme verwendet werden, und mit pCIB10 verknupft. Dieser Vektor 
wird ais.pC!B10-AATI bezeichnet. 

45 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 7 bis 10 beschrieben erhaiten, indem pCIB10-AATI 
oder pCIB715/710-AATI (Beispiel 41 A) In Agrobacterium verwendet wird. 

50 C. Test von Pflanzen auf Expression von at -Antitrypsin. 

Tests von Transformanten auf die Expression von a 1 -Antitrypsin werden wie in Beispiel 41 C beschrieben 
durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Lepidopteren. 

55 Blattscheiben von 4 Wochen aiten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis 
virescens, H. zea oder Pectinophora gossypietia verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden In einzelne 
FOtterungsbecher mit einem 1 cm 2 BlattstQck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen 
werden das Insektengewicht, das Insektenuberieben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die 
Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) 

60 Abfall im Larvengewicht, Larven liberie ben und in der Meng d r gefressenen Blatter bestimmt, indem die 
Blatter von Pflanzen, in denen das cti-Antitrypsin-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontroilpfianzen, die mit 
dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen 
verglichen werden. 
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Beispiel 43: Tomaten, die durch die Expression von ai -Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 
Lepidopteren-Larven sind 

A. Konstruktion des Vektors. 

pC!B715/710-AATI und pCIB10-AATI werden wie in den Beispielen 41A und 42A beschrieben hergestellt. s 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 33B beschrieben hergestellt, indem der pCIB10-AATI Vektor 
und der pCI B71 5/7 10- AATI Vektor verwendet werden. 

10 

C. Test von Pflanzen auf Expression von ai -Antitrypsin. 

Der Test der Transformanten auf die Expression von ai -Antitrypsin wird wie in Beispiel 41C beschrieben 
durchgefuhrt 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren, 15 
Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis zea oder 

Manduca sexta verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das 
Insektengewicht, das Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der 
transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) Abfail im 20 
Larvengewicht, Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von 
Pflanzen, in denen das ai-Antitrypsin-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor 
ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 44: Tabak. der durch die Expression von a 1 -Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 25 
Lepidopteren-Larven ist. 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB715/710-AATI und pCIB10-AATI werden wie in den Beispielen 41 A und 42A beschrieben hergestellt. 

30 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 6 beschrieben hergestellt, Indem der pC!B10-AATI Vektor 
oder der pCIB715/710-AATl-Vektor (Beispiel 41A) in Agrobacterium verwendet wird. 

C. Test von Pflanzen auf Expression von ai -Antitrypsin. 35 
Der Test der Transformanten auf die Expression von ai -Antitrypsin wird wie in Beispiel 41 C beschrieben 

durchgefuhrt. 

Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis zea oder 40 
Manduca sexta verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz transformierten Pflanzen 
wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p < 0,05) Abfail im Larvengewicht, 
Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen, in denen 45 
das ai-Antitrypsin-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 45: Knauelgras (Dactylis glomerate), das durch die Expression von a 1 -Antitrypsin resistent gegen 
Schaden durch Lepidopteren-Larven ist. 50 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB710-AATI und pCIB715/710-AATI werden wie in Beispiel 41A hergestellt. 

8. Transformation und Regeneration von Pflanzen. 55 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 24 bis 28 beschrieben erhalten, indem pClB710-AATI 
und pC!B715/710-AATI verwendet werden. 

C. Test von Pflanzen auf Expression von ai -Antitrypsin. 

Der Test von Transformanten auf die Expression von a 1 -Antitrypsin wird wie In Beispiel 41C beschrieben 60 
durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimiinge werden in feine Erde In 100 mm Petrischalen (10 Schaie, 5 Schalen) 
gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird Jed Schaie mit 20 Larven von Crambus 65 
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caliginoselius im 2. Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Anzahi und das Gewicht der 
Ueberlebenden zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Graswurzeln bestimmt. Die Resistenz 
transformierter Pflanzen wird durch inen statistisch signifikanten (Student's t Test p < 0.05) Abfall in der 
larvelen Gewichtszunahme, Abfall in der larvalert Ueberlebensrate Oder in einem Abfall im Veriust von 
5 Wurzelgewicht bestimmt, relativ zu insekten-freien Pflanzen, indem die Pflanzen, die das <xi-Antitrypstn-Gen 
exprimieren, mit Kontrolipflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit 
nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 46: Mais, der durch die Expression von Eglin resistent gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven ist 

10 

A. Konstruktion des pCIB7i5/710-Eglin-Vektors. 

Die DNA-Sequenzen, die Eglin C und Eglin C-Mutanten kodieren, werden wie in Beispiel 3 D beschrieben 
erhalten. Zur Insertion in die BamHI-Schnittstelle des pCIB710 Vektors wird das DNA-Fragment mit 
geeigneten Enzymen geschnitten und die synthetischen Oligonukleotide, die notig sind, urn kompatible Enden 

15 zu erzeugen, werden angeknupft, zusammen mit BamHI geschnittenem pCIB710, indem die oben 
beschriebene Methode verwendet wird. Der resultierende von der Eglin C (Arg45) Mutante abstammende 
Vektor wird als pCIB710-Egiin bezeichnet. Dieser Vektor wird mit EcoRI geschnitten und die resultierende 
DNA mit alkalischer Phosphatase behandelt. Das Plasmid pCIB715 (Rothstein et al. t 1987) wird mit EcoRI 
geschnitten und mit dem CIB710-Eglin von oben verknupft. Der resultierende Vektor wird pCIB715/710-Eg!in 

20 genannt. 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. 

Maisgewebe wird mit dem pC!B710 Vektor oder bevorzugt mit dem pCIB71 5/710 Vektor, der den Eglin C 
(Arg45) -Geneinschub enthalt, transformiert und Pflanzen werden wie in den Beispielen 16 bis 20 beschrieben 
25 regeneriert Zur Kontrolle werden Pflanzen auf dieselbe Weise hergestellt, jedoch mit dem pCIB710 Vektor 
oder dem pCIB715 Vektor ohne Geneinschub. Transformiertes Pflanzengewebe wird auf Grund der 
Empftndlichkeit gegenuber dem entsprechenden Antibiotikum selektioniert. Die Anfangspflanzen werden 
selbstbestaubt und Samen (T1 Samen) wird erhalten. 

30 C. Test von Pflanzen auf die Eglin-Expression. 

Pflanzen, die aus T1 Samen gezogen wurden, werden auf das Vorhandensein und die Expression des Eglin 
C (Arg45)-Gens getestet, indem die folgenden Testverfahren angewendet werden. 

(1) DNA wird isoiiert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5% 
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen 

35 und mit dem Eglin C (Arg45)-Gen hybridisiert, das durch nick-Translation mit 32 P markiert ist. Das 

Vorhandensein des Eglin-Gens wird durch eine Bande ausfindig gemacht, die etwa 230 Bp entspricht und 
mit der Probe hybridisiert. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren als eine Bande ausfindig gemacht, die etwa 230 Basen 
entspricht und mit dem 32 P-Eglin C (Arg45)-Gen hybridisiert, das oben beschrieben ist. 

40 (3) Mutiertes Eglin C (Arg45) Protein wird mit Hilfe immunologischer Standardtests mit einem 

polyklonalen Antikorper aus Kaninchen nachgewiesen, der gegen Eglin C (Arg45) produziert wurde. 

(4) Die Eglin-Aktivitat wird bestimmt, indem mit immunologischen Verfahren Material aus Pflanzenex- 
trakten mit Hilfe des polyklonalen Anti-Eglin C (Arg45)-Antik6rpers aus Kaninchen und Protein A 
Sepharose gereinigt und anschliessend das isolierte Material auf die Fahigkeit getestet wird, die 

45 Proteoiyse von 14 C-BSA durch Trypsin zu hemmen, indem der oben beschriebene Test benutzt wird. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegenuber Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

T1 Samen werden gekeimt und Blattstucke, die von Keimlingen Im 4-Blattstadium gewonnen werden, 
werden an frischgeschlupfte Larven von Ostrinia nubi/alis oder Heliothis zea verfuttert. Frischgeschlupfte 

50 Larven werden in einzelne Futterungstopfe mit einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro 
Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das Insektenuberleben und die Menge 
gefressener Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch elnen statistisch 
signifikanten (Student's t Test p<0,05) Abfall im Insektenuberleben, im Insektengewicht oder In der Menge 
der gefressenen Blatter bestimmt, indem Blatter von Pflanzen, die das Eglin C-{Arg45)-Gen exprimieren, mit 

55 denen von Kontrolipflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert wurden, oder mit denen von 
nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 47: Baumwolle, die durch Expression von Eglin resistent gegen Schaden durch Lepidopterenlarven 
ist 

60 

A. Konstruktion des pClB10-Egtin Vektors. 

Das Eglin C (Arg45)-Gen wird zusammen mit dem 35S CaMV Promotor aus pCIB710-Eglin (Beispiel 46A) 
entfernt, indem geeignete Restriktonsenzyme verwendet werden, und mit pCIB10 verknupft. Dieser Vektor 
wird als pC!B10-Eglin bezeichnet. 
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B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 7 bis 10 beschrieben erhaiten, indem pCIB10-Eglin 
oder pC!B715/710 Eglin (Beispiel 46A) in Agrobacterium verwendet werden. 

C. Test von Pflanzen auf die Egiin-Expression. 5 
Tests von Transformanten auf die Eglin-Expression werden wie in Beispie) 46C beschrieben durchgefuhrt 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Hefiothis 
virescens, H. zea oder Pectlnophora gossypiella verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzeine 10 
Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen 
werden das Insektengewicht, das Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die 
Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) 
Abfall im Larvengewicht, Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die 
Blatter von Pflanzen, in denen das Eglin C (Arg45)-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit 15 
dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen 
vergtichen werden. 

Beispiel 48: Tomaten, die durch die Eglin-Expression resistent gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven 

sind 20 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCiB715/710-Eglin und pCIB10-Eglin werden wie in den Beispielen 46A und 47A beschrieben hergesteilt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 25 
Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 33B beschrieben hergesteilt, indem der pCIB10-Egiin Vektor 

oder der pCIB715/710-Eglin Vektor verwendet wird. 

C. Test von Pt\anzen auf die Eglin Expression. 

Der Test der Transformanten auf die Eglin-Expression wird wie in Beispiel 46C beschrieben durchgefuhrt. 30 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Hefiothis zea oder 
Manduca sexta vefuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzeine Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen wird das Insektengewicht, das 35 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0,05) Abfall im Larvengewicht, 
Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen, in denen 
das Eglin C (Arg45)-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 40 

Beispiel 49: Tabak, der durch die Eglin-Expression resistent gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven 1st 

A. Konstruktlon des Vektors, 

pCIB715/710-Eglin und pCIBtO-Egiin werden wie in den Beispielen 46A und 47A beschrieben hergesteilt. 45 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 6 beschrieben hergesteilt, indem der pCIB10-Eglin Vektor 
oder der pCIB715/710-Eglin Vektor (Beispiel 46A) in Agrobacterium verwendet wird. 



C. Test von Pflanzen auf die Eglin-Expression. 

Der Test der Transformanten auf die Expression wird wie In Beispiel 46C beschrieben durchgefuhrt. 



50 



D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Hefiothis zea oder 55 
Manduca sexta vefuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzeine Futterungsbecher mit einem 1 cm 2 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test ; < 0,05) Abfall im Larvengewicht, 
Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen, in denen 60 
das Eglin C (Arg45)-Gen exprimiert wird. mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind, Oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden, 

65 



41 



10 



EP 0 348 348 A2 

Beispiel 50: Knauelgras (Dactylis glomerata), das durch die Expression von Eglin resistent gegen Schaden 
durch Lepidopteren-Larven ist. 

A. Konstruktion des Vektors. 
pCIB710-Eglin und pCiB715/710-Eglin werden wie in Beispiel 46A b schrieb n hergesteltt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 
Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 24 bis 28 beschrieben erhalten, indem pC)B710-Elgin 

und pCIB715/710-Eglin verwendet werden. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression von Eglin. 

Der Test von Transformanten auf die Expression von Eglin wird wie in Beispiel 46C beschrieben 
durchgefuhrt 

15 D. Resistenz von transforrnierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimlinge werden in feine Erde in 100 mm Petrischalen (10 pro Schale, 5 Schaien) 
gepfianzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 Larven von Crambus 
caliginosellus im 2. Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Anzahl und das Gewicht der 
Ueberlebenden zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Graswurzeln bestimmt. Die Resistenz 

20 transformierter Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p < 0.05) Abfall in der 
larval en Gewichtszunahme, Abfall in der larvalen Ueberlebensrate oder in einem Abfall im Verlust von 
Wurzelgewicht bestimmt, relativ zu Insekten-Freien Pflanzen, indem die Pflanzen, die das Eglin C (Arg45)-Gen 
exprimieren, mit Kontrollpfianzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit 
nichttransformierten Pflanzen vergiichen werden. 

25 
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Tabelle A 

PFLANZENKLASSIFIKATION HACH DER VERWENDUNG 



GETREIDE 

Monokotyledonen 

A vena nuda (chinensis) 

A. sativa 

El e us in e cora can 

Eragrostis tef 

Hordeum distichum 

H. vulgare 

Oryza sativa 

Panicum italicium 

P. miliaceum 

Pennisecum glaucum 

P. spica turn ( americanum) 

Secale cereale 

Sorghum vulgare 

X Triticosecale 

Triticum aestivum 

T. dicoccum 

T. durum 

T. monococcum 

Zea mays 

Dikotyledonen 

Am3ranthus paniculatus 
Fagopyrum esculentum 

F. ta tar J cum 

PROTEIN— LIEFERNDE PFLANZEN 
Dikotyledonen 

Arachis hypogea 

Cajanus indicus 

Cicer arietinum 

DoIIchos Jablab 

Glycine gracilis 

G. max 

G. ussuriensis 
Lathyrus sativus 
Lens culinaris 
Nucuna pruriens 
Phaseolus acutifolius 
P. aureus 
P. lunatus 
P» coccineus 
( mul tiflorus) 
P. mungo 



Rauhhaf er 
Hafer 

Fingerhirse 
Zwerghirse 
Gerste \ 

Reis 

Rispenhir se 

Rohrkolbenhirse 

Perlhirse 

Roggen 

Mohrenhirse 

Triticale 

Weizen 

Emtnerweizen 

Hartveizen 

Einkornweizen 

Mais 



Rispenfuchsschwanz 
Buchveizen 



Erdnuss 
Erbsenbohne 
Kichererbse 
Helmbohne 

So jabobne 

Saatplatterbse 
Linse 

Teparybohne 

Limabohne 
Feuerbohne 

Mungobohne 
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P. vulgaris 
Vicia faba 
Vigna % angularis 
V. sesquipedalis 
V. sinensis 

OBST— LIEFERNDE PFLANZEN 
Dikotvledonen 

Amygdalus communis 

Ananas comosus 

Artocarpus communis 

Car lea papaya 

Ci trull us vulgaris 

Citrus grandis 

C. medica 

C. nobilis 

C* reticulata 

C. sinensis 

Cydonia oblonga 

Diospyros kaki 

Ficus carica 

Fragaria chiloensis 

F . Virginians 

Litchi chinensis 

Malus asiatica 

M. pumila 

Nangifera indica 

Mortis rubra 

Nusa cavendishii 

M. paradisiaca 

PassiFlora edulis 

P* ligularis 

Persea americana 

Phoenix dactylifera 

Prunus armeniaca 

P. avium 

P» cerasifera 

(divaricata) 

P. cerasus 

P. domes tica 

P. maheleb 

P. persica 

P. pseudocerasus 

P. salicinia 

P. serotina 

Psidium guajava 

Punica granatum 

Pt *rus commun is 

P. ussuriensis 

Ribes grossularia 

R. nigrum 

P. rubrum 

Rubus idaeus 

R. strigosus 

Tamarindus indica 

Vaccinium angusti folium 



Stangenbohne 
Saubohne 



Kuhbohne 



Mandelbaum 
Ananas 

Brotf ruchtbaum 

Melonenbaum 

Wassermelone 

Pampelmuse 

Zitrone 

Tangerine 

Mandarine 

Orange 

Quitte 

Kakipf laume 

Feige 

Erdbeere 

Litchi 

Apfel 
Mangobaum 
Maulbeerbaum 
Banane 

Passionsblume 

Avocadobirne 
Dattelpalme 
Aprikose 
Susskirsche 
Kirschpf laume 

Sauerkirsche 
Zwetschge 

Pfirsich 



Guajave 

Granatapfelbaum 
Birne' 

Stachelbeere 
Schwarze Johannisbee 
Rote Johannisbeere 

Himbeere 
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Vm ashei 

V. corymbosum 

V* myrtillus 

V. oxycoccos 

Viburnum trilobum 

Vitis labrusca 

V. vinifera 



Kulturheidelbe re 

Heidelbeere 

Moosbeeren 

Weinreb 



GEMUESE- UND KNOLLZN-LIEFERNDZ PFLANZEN 

Monokotvledonen 

Allium ascalonicum Schalotte 

A. cepa Kuchenzwiebel 

A. chinense 

A* fistulosum Winterzwiebel 

A. porrum Porree 

A. sativum Knoblauch 

A. schoenoprasum Schnittlauch 

Asparagus officinalis Spar gel 

Zea mays Mais 



Dikotvledonen 



Amoracia 1 3 pat hi folia 
Apium graved ens 
Arabidopsis thai i ana 
Be ta vulgaris 
Brassies alboglabra 



B. 


campestris 


B. 


carinata 


B. 


cermta 


B. 


thinensis 


B. 


hirta 


B. 


juncea 


B. 


kaber 


B. 


napobrassica 


B. 


napus 


B. 


nigra 


B. 


oleracea 


B. 


pekinensis 


B. 


rapa 



Cajanus cajan f indicus) 
Canavalia ensiformis 
Canna edulis 
Capsicum annuum 
C. chinense 
C. frutescens 
C. pendulum 
C. pubescens 
Cichorium end i via 
C. intybus 

Colocasia antiquorum 
Crambe maritima 
Cucumis melo 
C. sativus 
Cucurbita ficifolia 
C, foe tidissima 



Sellerie 
Rube 



Chinesischer Senf 
Chinakohl 

Rumanischer Sarepta- 
senf 

Steckrube 
Raps 

Schuarzer Senf 
Kohl 

Pekingkohl 
Weisse Rube 

Jackbohne 
Blumenrohr 
Gemlisepaprika 
Pfeffer 

Cayennepf ef f er 



Zndivie 

Vurzelz ichor ie 
Taro 

Meerkohl 

Melone 

Gurke 
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C. maxima 
C. mo s chat a 

C. pepo 

Cynara scolymus 
Daucus carets 
Dioscorea alata 

D. batatas 

D. ca^ vennensis 
Eruca sativa Mill. 
Ipomea batatas 
Lactuca sativa 
Lepidium sativum 
Lycopersicon cerasi forme 
2. esculentum 
Mabibot utilissima 
Nasturtium officinale 
Pastinaca sativa 
Petroselinum cri spurn 
(sativum) 

Physalis peruviana 
Pi sum sativum 
Paphanus sa tivus 
Pbeum officinale 
P. rbapon ticum 
S corzonera hispanica 
Sechium edule 
Solanum andigenum 
S. melongena 
S. mttricatum 
S. phureja 
S. tuberosum 
Spina cia ol era cea 



Riesenkurbis 

Moschuskurbis 

Gartenkurbis 

Artischocke 

Mohre 

Wasseryam 

Brotvurzel 

Gelber Yam 

Oelranke 

Susskartof f el 

Salat 

Gartenkresse 
Kirschtomate 
Tomate - 
Maniok 

Brunnenkresse 

Pastinak 

Petersilie 

Kaps tachelieere 

Gartenerbse 

Rettich 

Rhabarber 
Schwa rzvurz el 
Chayote 

Aubergine 



Kartof fel 
Spinat 



NUESSE-LIEFERNDE P FLAN ZEN 

Pikotvledonen 

Anacardium occidentaJe 

Aracbis hypogaea 

Carya illinoinensis 

C. ovata 

Cas tan ex sa ti va 

Cocos nucifera 

Corylus americana 

C. a veil ana 

Juglans nigra 

J . regia 

J. sinensis 

Litchi cbinensis 

Macadamia integri folia 

Pis ta cia vera 

Prunus amygdalus 



Cashewnuss 

Erdnuss 

Pekannussbaum 

Esskastanie 
Kokospalme 

Haselnuss 

Schwarznuss 

Walnuss 



Pistazie 



OELPKLANZEN (SPEISE- ODER PFLANZENOELE) 
Monokotyledonen 

Zea mays Mais 
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Dikotvledonen 



Aleuri tes cordata 

A . moluccana ( triloba) 
Arac/tis hypogea 
Brassica campestris 

B. napus 
Cannabis sativa 
Carthamus tinctorius 
Cocas nucifera 
Slaeis guineensis 
Glycine gracilus 

G. wax 

G. ussuriensis 
Gossypium hirsutum 
Helianthus annus 
Lin urn usi ta tissimum 
01 ea europaea 
Papaver somniferum 
Ricinus communis 
Sesamum indicum 



Baumwolle 

Sonnenblume 

Fl3chs 

Oelbaum 

Mohn 

Rizinus 

Sesam 



Olpalme 



Tungolbaum 



Hanf 

Farberdistel 



ZUCKERPFLANZEN 
Monokotvledonon 



Saccharum officinarum 



Zuckerrohr 



(officinarum x 
spontaneumj 
S- robustum 
S. sinense 
S. spontaneum 

Sorghum dochna Zuckerhirse 



Agropyron crista turn 

A . deserCorum 

A . elonga turn 

A . in termedium 

A* smithii 

A* spicatum 

A . trachycaulum 

A . trichoph o rum 

Alopecurus pratensis Wiesenfuchsschwanz 
Andropogon gerardi 

Arrhenatherum elatius Glatthafer 
Bothriochloa barbinodis 
B* is cha emum 

B. saccharoides 

Bou tel o ua curipendula 
B, eriopoda 
B. gracilis 
Bromus e rectus 
B. inermis 



Dikotvledonen 



Acer saccharum 
Beta vulgaris 



Zuckerahorn 
Zuckerrube 



FUTTER- UND RASENGRAESER 

Monokotvledonen 
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B. ri pari us 
Cenchrus ciliaris 
Chloris gayana 
Cymbopogon nardus 
Cynodon dactylon 
Dactyl is glomerata 
Dichanthium annulatum 
D. arista turn 
D. sericeum 
Digitaria decumbens 

D. smutsii 
Elymus angustus 

E. Junceus 
Eragros tis c ur x'uJa 
Festtsca arundinacea 

F. ovina 

F. pratensis 
F. rubra 

Loli it m muJ tis~J orum 
L . perenne 
Panicum maximum 
P. p u rpu ra s c ens 
P. virgatum 
Pa spa I um dilatatum 
P. no rat urn 

Pennise t urn cJandes tin urn 

P* purpureum 

PhaJaris arundinacea 

Phleum bertoJinii 

P. prarense 

Poa fendleriana 

P. nemoraJis 

P. pratensis 

Set aria sphaceJata 

Sorghastrum nutans 

Sorghum halepense 

S. sttdanense 

Sorghum vulgare 



Rhodesgras 

Bermudagras 
Knauelgras 



Pangola^ras 



Wiesenschwingel 
Rotschwingel 
Welsches Weidelgras 
Deutsches ^Weidelgras 
Guineagras 



Dallisgras 

Bahiagras 

Kikuyugras 

Elefantengras 

Rohrglanzgras 

Viesenlieschgras 



Wiesenrispengras 
Timothygras 

Johnsongras 
Sudangras 



FUTTERLEGUWI NOSEN 
Dikotvledonen • 



Co roniJJa ra ria 

Crotalaria juncea 

Lespedeza stipulacea 

L. striata 

L . sericea 

Lotus cornicuiatus 

L. uliginosus 

Lupin us a J bus 

L . angustifoJius 

L* Juteus 

L. mutabilis 

Medicago arabica 

N, arborea 

M. falcata 

M. hispida 



Sunnhanf 

Koreanischer Klee 
Japanischer Klee 

Hornklee 

Weisse Lupine 
Blaue Lupine 
Gelbe Lupine 

Klettenklee 

Sichelluzerne 
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/f. sativa 

H. trib ul oide s 

Melilotus a J bus 

M* officinalis 

Onobrychis viciifolia 

Ornithopus sativus 

Pueraria thunbergiana 

Tri folium alexandrinum 

T* augusti folium 

T* diffusum 

T. hybridum 

T. incarna turn 

7\ ingrescens 

T. pra tense 

T. repens 

T. res upina turn 

T. subterraneum 

Trigonella foenum- 

graecum 

Vicia sativa 

V* villosa 

V. a tro purpurea 

V. angus ti folia 

Vm dasycarpa 

V* ervilia 

V, pannonica 

V, ca lea rata 



Luzerne 

Weisser Steinklee 
Gelber Steinklee 
Esparsette 
Serradella 
Kudzu 

Alexandrine rklee 



Schwedenklee 
Blutroter Inkarnatklee 

Rotklee- 
Weissklee 
Persischer Klee 
Erdf rvichtiger Klee 
Bockshornklee 1 

Futtervicke 
Zottelwicke 



Linsenwicke 
Ungarische Wicke 



FASERN- UtfD HOLZ-LIEFERNDE PFLANZEN 
Monokotyledonen 

Bambusa vulgaris B amb u s 



Dikotvledonen 



Aga ve si sal ana 
Boehmeria nivea 
Cannabis indica 
C. sa ti va 
Ceiba pentandra 
Corchorus mucronata 
(striata) 

Gossypium arboreum 

G. barbadense 

G. herbaceum 

G. hirsutum 

G* nanking 

Lin urn angus ti folium 

Z . usita tissimum 

Nusa textiles 



Ramiepf lanze 
Rauschhanf 

Kapokbaum 



Manilahanf 



DRCX5EN— ENTHALTENTDE PFLANZEN 
Dikotvledonen 

Angelica archangelica 

Chrysan themum 
cineraria folium 

Camellia sinensis 

C. coccineum 



Engelwurz 
Dalmatinische 

Insektenblume 
Teestrauch 
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Coffea arabica 
C* canephora 
Cola acuminata 
Nicotians rvstica 
N. tabs cum 
Papaver dubium 
P. somniferum 
Theobroma cacao 



Bergkaffe * 
Kongokaf f ee 
Kolabaum 
Bauerntabak 
Tabak 

Schlaf mohn 
Kakao 



GEWUERZ- UKD DUFTPFLANZEN 

Monokocyledonen * 

Vanilla fragrans 



Vanille 



Dikotvledonen 



Artemisa dracunculus 
Cinnamomum ze t vlanicum 
Hibiscus esculentus 
Sal via officinalis 
Thymus vulgaris 
Pimpinell a an i sum 
Mentha arvensis 
M. piperita 
M. viridis 
Co riandrum sa t.i vum 



Estr3gon 

Ceylonzimtbaum 

Okra 

Salbei 

Gartenthymian 
Anis 

Pf ef f erminze 
Koriander 
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10 

Hinteriegungen: 

(1) £ co// HB101/pML147 wurde am 28. Januar 1988 unter der Hinterlegungsnummer DMS 4380 bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkuituren in Braunschweig, Bundesrepubiik 
Deutschland hinterlegt. Die folgenden Mikroorganismen wurden bei der American Type Culture 15 
Collection (ATCC) in Rockville, Maryland, USA hinterlegt: 

(2) Plasmid pLW111 (ATCC 40235) am 14. Mai 1986. 

(3) Zea maysZetikuttur (ATCC 40326) am 20. Mai 1987. 

(4) Plasmid p368 (ATCC 67700) am 19. Mai 1988. 

20 

Patentanspruche 

1. Ein Verfahren zur Bekampfung eines Pfianzenschadlings, der eine bestimmte Zielpflanze angreift, 
wobei das Verfahren im wesentlichen darauf beruht, diesen Schadling einer Pestizid wirksamen Menge 25 
eines Proteinase-lnhibitors in Oder auf einer Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagter Inhibitor biologtsch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, 
das den Proteinase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer fremder 
Gene, die einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird; wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 30 

(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengrasern, 
Fasern- und Holz-Iief ernden Pflanzen sowie Ge wurz- und Duftpf lanzen ; oder 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-und Knollen-liefernden Pflanzen, 35 
Nusse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-lie- 
fernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

2. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor von einem Tier, 
einem Bakterium, einem Pilz oder von einer Pflanze, die einer anderen Art ais die Zielpflanze angehort, 
abstammt Oder dass das Inhibitorgen wesentliche Sequenz-Homologie mit einem Proteinase-lnhibitor- 40 
gen hat, das aus einem der vorgenannten Organlsmen abstammt. 

3. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein insekt, eine 
MiJbe, ein Pilz oder ein Bakterium ist. 

4. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone typmassig 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Getreide. Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, 45 
Zuckerpflanzen sowie Futter- und Rasengrasern. 

5. Ein Verfahren gemass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone ausgewahlt 
ist aus der Gruppe von Gattungen bestehend aus Avena (Hafer), Hordeum (Gerste), Oryza (Reis), 
Sorghum (Hirse). Triticum (Weizen), Dactylis (Knauelgras) und Saccharum (Zuckerrohr), sowie Zea mays 
(Mais). 50 

6. Ein Verfahren gemass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone ausgewahlt 
Ist aus der Gruppe bestehend aus Dactylis (Knauelgras) und Zea mays (Mais). 

7. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone typmassig 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse- und Knollen-liefernden 
Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen sowie Fasern-und Holzliefernden Pflanzen. 55 

8. Ein Verfahren gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone ausgewahlt ist 
aus der Gruppe von Gattungen, bestehend aus Lycoperslcon (Tomate), So/anum (Kartoffel), Pisum 
(Erbse), Beta (Rube), Glycine (Sojabohne), Brassica (Raps und Kohl) und Gossypium (BaumwoWe). 

9. Ein Verfahren gemass Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone ausgewahlt ist 

aus der Gruppe von Gattungen bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), So/anum (Kartoffeln) und 60 
Gossypium (Baumwolle). 

10. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

11. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor 

w nigstens einer Serin-Proteinas ist, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Thrombin, Plasmin, 65 
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Elastase, Kaliikrein, Subtilisin, Cathepsin G, Chymase, Acrosin, Piasminogen-Aktivator, Ci-Esterase, 
Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneidend m Enzym (Prolyi-Endoproteinase), ATP-abhangiger 
Protease, Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und II, Streptomyces gr/set/s-Proteinase A, Staphylococ- 
cus aureus V8-Proteinase, 7e/?e/>r/oa-Proteinase, Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, Komplement-akti- 

5 vierenden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen und einer Prot inase, die eine wesentliche 

strukturelle oderfunktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

12. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor von 
Trypsin oder Chymotrypsin Oder einer Proteinase ist, die eine wesentliche strukturelle Oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

10 13. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Vertreter der 

Bowman-Birk Inhibitor-Familie, der Sojabohnen-Kunitz Inhibitor-Familie, der Rinderpankreas-Trypsin 
(Kunitz) Inhibitor-Famiiie, der Kazal-Trypsin Inhibitor-Familie, der S/rep/o/nyces-Subtilisin Inhibitor-Fami- 
lie, der Kartoff el-Inhibitor i-Familie, der Kartoffel-lnhibitor ll-Familie, der ai -Proteinase Inhibitor-Familie, 
der Hirudin-Familie, der Bdellin-Famiiie, der Eglin-Familie, der Inter-cn -Trypsin Inhibitor-Familie, der 

15 Serpin-Ueberfamiiie, der CI-lnhibitor-Familie, der Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupeptine, der Antipaine, 

Elastinal und Chymostatin Oder ein Inhibitor ist. der eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit einem der genannten hat. 

14. Ein Verfahren gemass Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der inhibitor ein inhibitor von 
Chymotrypsin ist oder einer Proteinase, die wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit 

20 Chymotrypsin hat. 

15. Ein Verfahren gemass Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Kartoffel I-, 
Kartoffel II-, Tomaten I- oderTomaten Il-lnhibitor ist. 

16. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Soja Kunitz Trypsin-lnhibitor, ai -Antitrypsin, Eglin C und Eglin C-Mutanten. 

25 17. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 

Thiolproteinase ist. 

18. Ein Verfahren gemass Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus lnhibitoren von Papain, Bromelain, Ficin, Caipain, Cathepsin B, Cathepsin C, 
Cathepsin L, Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, Clostripain, Asclepain, Proiyl-Endopeptidase, 

30 Pyrogiutamyl-Peptidase, Dipeptyl-Proteinase I, Hefe-Proteinase B, Streptococcus Proteinase, Staphylo- 

coccus Thiolproteinase und Actinidin sowie einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle oder 
funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

19. Ein Verfahren gemass Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Cystatin, Calpastatin, Bromelain-lnhibitor, Antipain, Leupeptfn, Chymostatin, 

35 E64 und dessen Abkommlingen sowie inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 

Aehnlichkeit mit den genannten haben. 

20. Ein Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antipain oder 
Leupeptin ist. 

21. Ein Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekenneichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
40 der Gruppe bestehend aus Huhnereiweiss-Cystatin, Human-Cystatin A, Human-Cystatin B, Human-Cy- 

statin C, Human-Cystatin S. Ratten-Cystatin a, Ratten-Cy statin P und Kininogen, L-Kininogen und 
H-Kininogen. 

22. Ein Verfahren gemass Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 
statin ist. 

45 23. Ein Verfahren gemass Anspruch 1 f dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 

Metallproteinase ist. 

24. Ein Verfahren gemass Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor der 
Carboxypeptidase A, Carboxypeptidase B ( Aminopeptidase, Kollagenase, Calcium-abhangigen neutralen 
Proteinase, von Thermolysin, des Angiotension-umbauenden Enzyms, der renalen Dipeptidase, der 

50 Enkephalinase, Gelatinase oder Keratinase oder ein Inhibitor einer Proteinase ist, die eine wesentliche 

strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

25. Ein Verfahren gemass Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor, Saugetier Kollagenase-lnhibitor, 
a2-Makroglobulin, Gewebe-Bradykinin-verstarkendem Peptld, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin 

55 sowie lnhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den genannten 

haben. 

26. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der inhibitor ein Inhibitor einer 
sauren Proteinase Ist. 

27. Ein Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
60 der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Pepsin, Renin, Cathepsin D, Chymosin, Penicillinopepsin und 

der Scytalidium sauren Protease B sowie aus Inhibitoren einer Proteinase, die wesentliche strukturelle 
oderfunktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

28. Ein Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausg wahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Pepstatin, Ascaris Carboxylproteinase-lnhibitor, Bauhinia Pepsin Inhibitor, 

65 Scopolia japonica Proteinase-Inhlbitor und Kartoffel Cathepsin D-lnhibitor sowie Inhibitoren, die eine 
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wesentliche strukturelle Oder funktionelle Aehnlichkeit mit den genannten haben. 

29. Ein Verfahren zur Bekampfung eines Pflanzenschadlings, der eine bestimmte Zielpflanze angreift, 
wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, den Schadling ein r pestizid wirksamen Menge eines 
Proteinase-lnhibitors in Oder auf der Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass besagter 

Inhibitor: , 5 

(a) biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, das den 
Proteinase-lnhibitor kodiert. Oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer Gene, die einen 
oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird; wobei 

(b) der Inhibitor aus der Gruppe von Proteinase-lnhibitoren ausgewahit ist, die aus Inhibitoren von 
Thiolproteinasen, Metallproteinasen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen 10 
besteht. 

30. Ein Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet dass der Inhibitor aus der Gruppe von 
Nicht-Trypsin Proteinase-lnhibitoren, bestehend aus Inhibitoren von Thiolproteinasen, Metallproteinasen, 
sauren Proteinasen und Serin-Proteinasen, ausgewahit ist. 

31 . Ein Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanze eine Dikotyledone ist, 15 
typmassig ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Obst-liefernden Pfianzen, Gemuse- und 
Knollen-liefernden Pfianzen, Oelpfianzen, Zuckerpflanzen, Futteheguminosen, Fasern- und Holz-liefern- 

den Pfianzen sowie Drogen-enthaltenden Pfianzen. 

32 Ein Verfahren gemass Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gruppe 

von Gattungen ausgewahit ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Solanum (Kartoffe(n), Pisum 20 
(Erbsen), Beta (Ruben), Glycine (Sojabohnen), Brassica (Raps und Kohl), Gossypium (Baumwolle) und 
Nicotiana (Tabak). ^ 

33 Ein Verfahren gemass Anspruch 31 1 dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gruppe 
von Gattungen ausgewahit ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Soianum (Kartoffeln), Gossypium 
(Baumwolle) und Nicotiana (Tabak). 25 

34. Ein Verfahren gemass Anspruch 29. dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Nicht-Trypsin-Serin-Proteinase-lnhibitorist. 

35. Ein Verfahren gemass Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor em Inhibitor der 
Serin-Proteinase Chymotrypsin ist. 

36. Ein Verfahren gemass Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Eghn C oder eine 30 

Eglin C-Mutante ist. . .... 

37 Ein Verfahren gemass Anspruch 1, basierend auf dem Pnnzip, den Schadling einer pestizid 
wirksamen Menge wenigstens eines Proteinase-lnhibitors ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus 
Inhibitoren von Serin-Proteinasen, Thiolproteinasen, Metallproteinasen und sauren Proteinasen in oder 
auf einer Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass 35 

(a) besagter Inhibitor biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, 
das den Proteinase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer fremder 
Gene die einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird ; wobei 

(b) besagte Pflanze eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahit aus der Gruppe bestehend 

aus Getreide Gemuse- und Knollen-liefernden Pfianzen, Oelpfianzen, Zuckerpflanzen, Futter- und 40 
Rasengrasern, Fasern- und Holz-liefernden Pfianzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 
38. Ein Verfahren gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass der besagte Proteinase-lnhibitor 
ein inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 
39 Ein Verfahren gemass Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor em Inhibitor von 
Trypsin oder Chymotrypsin oder einer Proteinase ist. die eine wesentliche strukturelle oder funkt.onelle 45 
Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. . 
S an Verfahren gemass Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
derGruppe bestehend aus dem Kunitz-Trypsin-lnhibitor aus So|abohnen. ai-Antitryps.n, Eglin C und 

E 41 ."or! Verfahren gemass Anspruch 37. dadurch gekennzeichnet, dass besagter Proteinase-lnhibitor ein 50 
Inhibitor einer Thiolproteinase ist. , . „ ...... Ie , Q11C 

42. Ein Verfahren gemass Anspruch 41. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor aus gewahlt is aus 
der Gruppe bestehend aus Cystatin. Calpastatin. Bromelain-lnhibitor Ant.pa.n • Leupeptin • Ch^ostatm 

E64 unc I dessen Abk5mmlingen sowie Inhibitoren. die eine wesenthche strukturelle oder funkt.onelle ^ 
Aehnlichkeit mit den genannten haben. a n H«r 

43. Ein Verfahren gemass Anspruch 41. dadurch gekennzeichnet. dass der Inhibitor Antipa.n oder 

L 44 P Ei P n Verfahren gemass Anspruch 41. dadurch gekennzeichnet. dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 

^ Ein Verfahren gemass Anspruch 37. dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone Mais ; ist 60 
46. Ein Verfahren gemass Anspruch 37. dadurch gekennzeichnet. dass der Schadling em Vertreter der 

Ordnunqen Coleoptera oder Lepidoptera Ist. , 

47 Ein Verfahren gemass Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ausgewahit ist aus 

der Gruppe von Gattungen bestehend aus Diabrottca, Diatraea t Ostrinia und Hetiotnis. 
48. Ein Verfahren gemass Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadl.ng Diabrottca oder 
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Ostrinia ist 

49. Ein Verfahren gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor in den 
Wurzeln, Stengeln, Blattern, Samen Oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

50. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, basierend auf dem Prinzip, den Schadling einer pestizid 
5 wirksamen Menge wenigstens eines Proteinase-lnhibitors ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 

Inhibitoren von Serin-Proteinasen, Thiolproteinasen, Metallproteinasen und sauren Proteinasen in oder 
auf einer Pflanze auszusetzen. wobei: 

(a) besagter Inhibitor biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, 
das den Proteinase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines Oder mehrerer fremder 

10 Gene, die einen oder mehrere Vorlauf er des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird ; 

(b) besagte Pflanze eine Oikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Getreide, Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-und Knollen-Iiefernden 
Pflanzen, Nusse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpfianzen, Futterleguminosen, Fasern- und 
Holz-lief ernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpf lanzen. 

15 51 . Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichent, dass der besagte Proteinase-lnhibitor 

ein Inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

52. Ein Verfahren gemass Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor von 
Trypsin oder Chymotrypsin oder einer Proteinase ist, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 
20 53, Ein Verfahren gemass Anspruch 51 , dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 

der Gruppe bestehend aus dem Kunitz-Trypsin-lnhibitor aus Sojabohnen, cti-Antitrypsin, Eglin C und 
Eglin C-Mutanten. 

54. Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor einer Thioiproteinase ist. 
25 55. Ein Verfahren gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 

der Gruppe bestehend aus Cystatin, Calpastatin, Bromelain-lnhibitor, Antipain, Leupeptin, Chymostatin, 
E64 und dessen Abkommlingen sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelte 
Aehnlichkeit mit den genannten haben. 

56. Ein Verfahren gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antipain oder 
30 Leupeptin ist. 

57. Ein Verfahren gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 
statin ist. 

58. Ein Verfahren gemiss Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone Kartoffel, Raps, 
Tomate, Sojabohne, Erbse oder Baumwolle ist. 

35 59. Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein Vertreter der 

Ordnungen Coieoptera oder Lepidoptera ist. 

60. Ein Verfahren gemass Anspruch 59, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling aus der Gruppe 
von Gattungen ausgewahlt ist bestehend aus Diabrotica, Diatraea, Ostrinia, Heiiothis, Spodoptera und 
Anthonomus. 

40 61. Ein Verfahren gemass Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein Kartoffelkafer 

ist. 

62. Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor in den 
Wurzeln, Stengeln, Blattern, Samen oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

63. Eine Pflanze, die ein fremdes Gen, welches fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder 
45 ein fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe, die fahig ist, einen oder mehrere Voriaufer eines 

Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, enthalt, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen oder mehrere Voriaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, 
wobel der Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Serin-Proteinasen* 

50 Thiolproteinasen, Metallproteinasen und sauren Proteinasen ausgewahlt ist; wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Gemuse- und Knollen-Iiefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpfianzen, Futter- und Rasengrasern, 
Fasern- und Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpf lanzen; oder 
55 (ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 

Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-und Knollen-Iiefernden Pflanzen, 
NGsse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpfianzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-lie- 
fernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

64. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone Typmassig 
60 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Getreide, Gemuse- und Knollen-Iiefernden Pflanzen, 

Zuckerpfianzen sowie Futter- und Rasengras rn. 

65. Eine Pflanze gemass Anspruch 64, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone ausgewahlt 
ist aus der Gruppe von Gattungen bestehend aus Avena (Hafer), Hordeum (Gerste), Oryza (Reis), 
Sorghum (Hirse), Triticum (Weizen), Dactylis (Knauelgras) und Saccharum (Zuckerrohr), sowie Zea mays 

65 (Mais). 
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66. Eine Pflanze gemass Anspruch 64, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyle ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Zea mays (Mais) und Dactyffs (Knauelgras). 

67. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyiedone typmassig 
ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus ObsMiefernden Pfianzen, Gemuse- und Knollen-iiefernden 
Pfianzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen sowie Fasern- und Holzliefernden Pfianzen. s 

68. Eine Pflanze gemass Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyiedone ausgewahit ist 
aus der Gruppe von Gattungen, bestehend aus Lycopershon (Tomate), Solanum (Kartoffel), Pisum 
(Erbse), Beta (Rube), Glycine (Sojabohne), Brassica (Raps und Kohl) und Gossypium (Baumwolle). 

69. Eine Pflanze gemass Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyle ausgewahit ist aus 

der Gruppe von Gattungen bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Solanum (Kartoffeln) und w 
Gossypium ( Baumwolle ) . 

70. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor von einem Tier, 
einem Bakterium, einem Pilz oder von einer Pflanze, die einer anderen Art als die Zielpfianze angehort, 
abstammt oder dass das Inhibttorgen wesentliche Sequenz-Homologie mit einem Proteinase-lnhibitor- 

gen hat, das aus einem der vorgenannten Organismen abstammt. 75 

71. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

72. Eine Pflanze gemass Anspruch 71, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor von Trypsin oder Chymotrypsin oder ein Inhibitor einer Proteinase ist, die eine wesentliche 
strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 20 

73. Eine Pflanze gemass Anspruch 71, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor 
wenigstens einer Serin-Proteinase ist, ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Thrombin, Plasmin, 
Elastase, Kaifikrein, Subtifisin, Cathepsin G, Chymase, Acrosin, Plasminogen-Aktivator, Cf-Esterase, 
Enterokinase, Tryptase. Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhangiger 
Protease, Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und II, Streptomyces pr/seus-Proteinase A, Staphylococ- 25 
cus aureus V8-Proteinase, Tenebrio a-Proteinase, Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, Komplement-akti- 
vierenden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen sowie einer Proteinase, die eine wesentliche 
strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

74. Eine Pflanze gemass Anspruch 73, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Vertreter der 
Bowman-Birk Inhibitor-Familie, der Sojabohnen-Kunitz Inhibitor-Familie, der Rinderpankreas-Trypsin 30 
(Kunitz) Inhibitor-Familie, der Kazal-Trypsin Inhibitor-Familie, der Sfreptomyces-Subtilisin Inhibitor-Fami- 
lie, der Kartoffel-lnhibitor f-Familie, der Kartoffel-lnhibitor ll-Familie, der ai-Proteinase Inhibitor-Familie, 

der Hirudin-Familie, der Bdellin-Familie, der Eglin-Familie, der lnter-ai -Trypsin Inhibitor-Familie, der 
Serpin-Ueberfamilie, der Ci-lnhibitor-Familie, der Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupeptine, der Anti paine, 
Elastinal und Chymostatin oder ein Inhibitor ist, der eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 35 
Aehnlichkeit mit einem der genannten hat. 

75. Eine Pflanze gemass Anspruch 71, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor von 
Chymotrypsin oder einer Proteinase ist, die wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit 
Chymotrypsin hat. 

76. Eine Pflanze gemass Anspruch 75, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Kartoffel I-, 40 
Kartoffel II-, Tomaten I- oder Tomaten ll-lnhibitor ist. 

77. Eine Pflanze gemass Anspruch 71, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Soja Kunitz Trypsin-lnhibitor, ai-Antitrypsin, Eglln C und Eglin C-Mutanten. 

78. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
Thiotproteinase ist. 45 

79. Eine Pflanze gemass Anspruch 78, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Papain, Bromelain, Ficin, Calpain, Cathepsin B, Cathepsin C. 
Cathepsin L, Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, Clostripain, Asclepain, Prolyl-Endopeptidase, 
Pyrogiutamyl-Peptidase, Dipeptyl-Proteinase I, Hefe-Proteinase B, Streptococcus Proteinase, Staphylo- 
coccus Thiolproteinase und Actinidin sowie einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle oder 50 
funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

80. Eine Pflanze gemass Anspruch 78, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Cystatin, Calpastatin, Bromelain-lnhibltor, Antipain, Leupeptin, Chymostatin, 
E64 und dessen Abkommlingen sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit den genannten haben. 55 

81. Eine Pflanze gemass Anspruch 80, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antipain oder 
Leupeptin 1st. 

82. Eine Pflanze gemass Anspruch 80, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Huhnereiweiss-Cystatin, Human-Cystatin A, Human-Cy statin B, Human-Cy- 
statin C, Human-Cystatin S, Ratten-Cy statin a, Ratten-Cystatin fi und Kininogen, L-Kininogen und 60 
H-Kininogen. 

83. Eine Pflanze gemass Anspruch 80, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 
statin ist. 

84. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
Metallproteinase Ist. 55 
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85. Eine Pflanze gemass Anspruch 84, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor der 
Carboxypeptidase A, Carfaoxypeptidase B, Amino peptidase. Koilagenase, Catciurn-abhangigen neutralen 
Proteinase, von Thermolysin, des Angiotension-umbauenden Enzyms, der renalen Dipeptidase, der 
Enkephalinase, Gelatinase oder Keratinase Oder ein Inhibitor einer Proteinase ist, die eine wesentiiche 
strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

86. Eine Pfianze gemass Anspruch 84, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor, Saugetier Kollagenase-lnhibitor, 
a2-Makrog!obuiin, Gewebe-Bradykinin-verstarkendem Peptid, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin 
sowie Inhibitoren, die eine wesentiiche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den genannten 
haben. 

87. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
sauren Proteinase ist. 

88. Eine Pflanze gemass Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Pepsin, Renin, Cathepsin D, Chymosin, Penicillinopepsin und 
der Scytalidium sauren Protease B sowie aus Inhibitoren einer Proteinase, die wesentiiche strukturelle 
oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

89. Eine Pflanze gemass Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Pepstatin, Ascaris Carboxylproteinase-lnhibitor, Bauhinia Pepsin Inhibitor, 
Scopoiiajaponica Proteinase-lnhibitor und Kartoffel Cathepsin D-inhibitor sowie eines inhibitors, der eine 
wesentiiche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten hat 

90. Eine Pflanze, die ein fremdes Gen, welches fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder 
ein fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe, die fahig ist, einen oder mehrere Vorlaufer eines 
Proteinase-inhibitors zu exprimieren, enthalt, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenlgstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-inhibitors kodiert, 
wobei der Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Thiolproteinasen, 
Metallproteinasen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen ausgewahlt ist; wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpfianzen, Futter- und Rasengrasern, 
Fasern- und Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen; Oder 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, 
NGsse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpfianzen, Futterlegumlnosen, Fasern- und Holz-lie- 
fernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

91. Eine Pflanze gemass Anspruch 90, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes Gen oder besagte 
Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der einen Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibi- 
tor oder einen Oder mehrere Vorlaufer eines Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitors kodiert, wobei der 
Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Thiolproteinasen, Metallproteinasen, 
sauren Proteinasen und Serin-Proteinasen ausgewahlt ist. 

92. Ein Verfahren gemass Anspruch 90, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanze eine Dikotyledone ist, 
typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend auf Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse- und 
Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpfianzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-liefern- 
den Pflanzen sowie Drogen-enthaltenden Pflanzen. 

93. Ein Verfahren gemass Anspruch 92, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gruppe 
von Gattungen ausgewahlt ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Solanum (Kartoffeln), Pisum 
(Erbsen), Beta (Ruben), Glycine (Sojabohnen), Brassica (Raps und Kohl), Gossypium (Baumwolle) und 
Nicotiana (Tabak). 

94. Ein Verfahren gemass Anspruch 92, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gruppe 
von Gattungen ausgewahlt ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Sofanum (Kartoffeln), Gossypium 
(Baumwolle) und Nicotiana (Tabak). 

95. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein fremdes Gen enthalt, das 
fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor 2U exprimieren, oder ein fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe, 
fahig, einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-inhibitors zu exprimieren, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen Vorlaufer fur einen Proteinase-lnhibitor kodiert, ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Serin-Proteinasen, Thiolproteinasen, Metallproteina- 
sen und sauren Proteinasen; und 

(b) besagte Pflanze eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus Getreide, Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpfianzen, Futter- und 
Rasengrasern, Fasern- und Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

96. Eine Pflanze gemass Anspruch 95, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone Mais ist. 

97. Eine Pflanze gemass Anspruch 95, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein Vertreter der 
Gattungen Diabrotica Oder Ostrinia\$\. 
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98. Eine Pflanze gemass Anspruch 95, dadurch gekennzeichnet, dass der Protein-Inhibitor in den 
Wurzeln, Stengeln, Blattem, Samen Oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

99. Eine Pflanze gemass Anspruch 98, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor in den 
wurzeln der Pflanze exprimiert wird. 

100. Eine Pflanze gemass Anspruch 63. dadurch gekennzeichnet, dass sie ein fremdes Gen enthalt, 5 
das fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder ein fremdes Gen oder eine fremde 
Gengruppe, fahig, einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, dadurch 
gekennzeichnet, dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen Vorlaufer fur einen Proteinase-lnhibitor kodiert, ausgewahlt 10 
aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Serin-Proteinasen, Thiolproteinasen, Metallproteina- 

sen und sauren Proteinasen; und 

(b) besagte Pflanze eine Dikotyiedone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Getreide, Protein-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse-, und Knollen-liefernden 
Pflanzen, Nusse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und 15 
Hofz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

101. Eine Pflanze gemass Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyiedone Tomate, 
Kartoffel. Erbse, Sojabohne, Raps oder Baumwolle ist. 

102. Eine Pflanze gemass Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein 
Kartoffelkafer ist. 20 

103. Eine Pflanze gemass Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor in den 
Wurzeln, Stegeln, Blattern, Samen oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

104. Eine DNA-Sequenz, die Huhnereiweisscystatin kodiert, dadurch gekennzeichnet, dass es. sich urn 
in Mais bevorzugte Codons handelt. 

105. Eine DNA-Sequenz gemass Anspruch 104, dadurch gekennzeichnet, dass sie die DNA-Sequenz 25 
von Fig. 9 umfasst. 

106. Ein Vektor, der eine DNA-Sequenz umfasst, die einen Proteinase-lnhibitor kodiert, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Vektor zur Transformation von Pflanzenzellen oder von Agrobacterium 
verwendet werden kann. 

107. Ein Vektor gemass Anspruch 106, dadurch gekennzeichnet, dass er ein vom Ti-Plasmid 30 
abgeleiteter Vektor ist. 

108. Ein Vektor gemass Anspruch 106, dadurch gekennzeichnet, dass er von den Plasmiden pClB10, 
PCIB710 oder pCIB715 abgeleitet ist. 
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Miin . ll: SYHTHETISCHE FRAGMENTE ZUR KOHSTRUKTION OES 
KUNITZ TRYPSIN- INHIBITOR- GENS AUS SOJABOHNEN 



mRNA Strang 

5M GA TCCATGAAGA GCACCATCTT CTTTGCTCTC TTTCTCTTTT GTGCCTTC 
3M GCGTTT GGTGGTGTCT AAGAACAAAC CGTTAGTGGT TCAGTTTCAA AAACTTGATA 
AGGAGTCACT CTAG 

cONA Strang 

3C GATC CTAGAGTGAC TCCTTATCAA GTTTTTGAAA CTGAACCACT AACGGTTTCT 

TCTTAGACAC CACCAA 
5C GTGAAG GCACAAAAGA GAAAGAGAGC AAAGAAGATG GTGCTCTTCA TGGATC 
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0 Verfahren zur Bekampfung von Pflanzenschadlingen. 



0 Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Bekampfung von Pflanzenschadlingen, das auf 
Proteinase-lnhibitoren basiert, die in der Pflanze .als 
Folge einer genetischen Manipulation synthetisiert 
werden. Sie betrifft auch transgene ein- und zwei- 
keimblattrige Pflanzen, die Gene enthaiten, die 
Proteinase-lnhibitoren oder deren Vorlaufer kodieren, 
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indem diese solch einer transgenen Pflanze ausge- 
setzt werden. Ein anderer Gegenstand sind DNA- 
Sequenzen und Vektoren, die diese Sequenzen ent- 
haiten, die Proteinase-lnhibitoren kodieren. 
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